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l^ucleic acids of specific sequence are detected by hybridization with a complementary nucleic acid probe linked 
through a chemical bond with at least one label in the form of a hapten. The hapten is a steroid linked by a bridge at least 4 
atoms long to at least one position of the nucleic acid probe which is not involved in the formation of the hydrogen bridge 
and detects the hybridized probe by means of an antihapten antibody which is also labelled. 

(57) Zusammenfassung 

Zum Nachweis von Nukleinsauren deflnierter Sequenz durch Hybridisierung mit einer komplementaren Nukleins- 
aure-Sonde, die tiber eine chemische Verbindung mindestens ein Hapten als Markierung gebunden enthalt, verwendet 
man als Hapten ein Steroid, das an mindestens eine Position der Nukleinsaure-Sonde, die nicht an der Wasserstoffbrtik- 
kenbildung beteiligt ist, iiber eine Briicke von mindestens 4 Atomen Lange gebunden ist und weist die hybridisierte Sonde 
tiber einen seinerseits markierten Anti-Hapten-Antikorper nach. 
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Verfahren zum Nachweis von Nukl e i ns au ren 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren sum Nachweis von 
Nukleinsauren definierter Sequenz durch Hybridisierung 
mit einer kompiementaren, markierten Nukleinsaure-Sonde . 

Eine der meist angewandten molekular-biologischen 
Techniken ist die DNA/DNA-, RNA/RNA- bzw. RNA/DNA-Hybri- 
disierung zum Nachweis homologer Nukleinsaure-Sequenzen - 
Dabei wird eine als Sonde verwendete Kukleinsaure (DNA 
Oder RNA) markiert und mit einer meist auf einem Filter 
fixierten, zu untersuchenden Nukleinsaure (DNA Oder 
RNA) unter Hybridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht- 
Bei vorhandener Homologie zwischen der als Sonde verwende- 
ten Nukleinsauren und der nachzuweisenden Nukleinsaure 
kommt es sodann zur Hybridisierung der jeweils komple- 
mentaren Nukleinsaure-Einzelstrange unter Ausbildung 
■ eines Hybrid-Doppels tranges . AnschlieBend werden die 
Hybride nachgewiesen • Bisher erfolgte die Markierung 
der Sonde meist durch Einbau radioaktiv derivatisierter 
Desoxyribonukleosidtriphosphate . Der Nachweis der 
Hybride erfolgte dann durch Autoradiographies Solche 
konventionellen , radioaktiv markierten DNA-Sonden sind 
sehr effektiv und sensitiv, es ergeben sich jedoch 
durch den Umgang mit der Radioaktivitat Probleme, So 
wird zum Umgang mit den radioaktiven Verbindungen 
speziell ausgebildetes Personal benotigt , da bei unsach- 
gemafler Handhabung eine Gefahrdung der Laborsicherheit 
besteht. AuBerdem bildet die Entsorgung der radioaktiven 
Verbindungen ein weiteres Problem. Zusatzlich sind die 
' radioaktiv markierten Proben aufgrund der Halbwertzeit 

der verwendeten radioaktiven Materialien nur liber einen 
gewissen Zeitraum nach der Herstellung verwendbar. Auch 
kann bei der Detektion von geringen Mengen von nachzu- 
weisender DNA die notige Belichtungszeit: der Autoradio- 
graphie sehr lange , namlich Tage bis Wochen sein. 
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Neben den radioakxiiv markier-cen Sysirenien zum Nachweis 

von ITukleinsauren. sind nicht-radioaktive Merhoden 

bekannt,, wobei die verwendeten Nukleinsaure-Proben luit 

Biorin-Moiekulen (US-PS 2 915 08 2, EP-A 0063879) 

Digoxin-/T3-/T4-Molekuien (SP-A-0 173251) oder mit 

Alkyl- /Butyl- /Ethyl- /Sulfonsaure-ZNitrosomolekiilen 

{EP-A 128018) modifiziert sind. Der Einbau dieser 

niedermolekularen Nachweismolekiile in die komplementare 

Nukleinsaure-Sonde erfolgt dabei chemisch, photochemisch 

Oder enzymatisch. Sodann erfolgt die Hybridisierung mit 

der nachzuweisenden Nukleinsauresequenz . Der Nachweis 

der Hybride erfolgt dann liber Bindung des niedennoleku- 

laren Molekiils durch ein (Strept) -Avidin-Markerenzym-Kon- 

jugat im Fall von Biotin, Antidigoxin/-T3-/-T4-Antik6rper- 

Markerenzym-Konjugate im Fall von Digoxin-/T3-/T4-Kole* 

kulen Oder xiber Anti-Alkyi-/-Butyl-/-Ethy 1-/-Sulf on- 

saure-/-Nitroso-Antikorper-^tarkerenzyTti-Kon jugate . Der 

Nachweis des Hybridisierungsproduktes erfolgt durch die 

Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des Markerenzyms 

liber gekoppelte Farbstof fsysteiue . Bei der Methode der 

EP-A-0 173 251 erfolgt jedoch die Bindung der Digoxin- 

/T3-/T4-Molekule an ein an der Wasserstof fbriickenbindung 

beteiligtes N-Atom einer oder mehrerer Basen der Nuklein- 

sauresonde, wodurch die Hybridisierung - vor allem bei 

Mehrf achmodif izierung der Sonde - mit der nachzuweisenden 

Nukleinsaure beeintrachtigt sein kann. Mit Ausnahme des 

Biotin/ (Strept) -Avidin-System ist die Sensitivitat der 

derzeit bekannten, nicht-radioaktiven Systeme, im 

Vergleich mit radioaktiven Systeiaen, jedoch um mindestens 

den Faktor 10 bis 10 0 vermindert. Die bisher einmalig 

hohe Sensitivitat des nicht-radioaktiven Nachweises auf 

Biotin/ (Strept) -Avidin-Basis ist auf die hohe Bindungs- 

15-1 

konstante (K - 10 Mol ) speziell des Biotin/ (Strept) - 
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Avidin-Systems zuruckzuf lihren (Lit, Kinow; Prcc, Natl. 
Acad. Sci, USA 8^0 (1983) 4045). Die maximal erreichbare 
Sensitivitat des Biotin/ (Strept) -Avidin-Systems liegt 
wie auch bei radioaktiver Markierung im Nachweis von i 
pg bis 0,1 pg DNA im Dot-Blot, und im Nachweis von 
"single-copy" Genen, das heiBt von nur einmal im Genom 
vorkommenden Genen, im genomischen Blot bei Verwendung 
von 10 bis 1 |ig genomischer DNA— Fragments , Die Ausniitzung 
der Biotin/ (Strept) -Avidin-Wechselwirkung hat jedoch 
den entscheidenden Nachteil, daB sie sehr storanfallig 
ist, da das Vitamin Biotin in nahezu alien biologischen 
Materialien vorkommt (Biochem. Biophys . Acta 2_9 (1985) 
225 ; Biochem. Biophys. Acta 41_ (1960) 122). 

Die Aufgabe der Erfindung bestand daher darin, ein n 
Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren bereitzus tel- 
len, das die Verwendung einer nicht radioaktiven Markie- 
rung erlaubt und weniger storanfallig ais die Biotin/- 
(Strept) •Avidin-'Wechselwirkung ist, andererseits jedoch 
die bisher einzigartig hohe Nachweis-Sensitivitat der 
radioaktiven Markierung bzw. der Biotin/ (Strept) -Avidin- 
Markierung erreicht, 

Diese Aufgabe wird er f indungsgemaB gelost durch ein 
Verfahren zum Nachv/eis von Nukleinsauren definierter 
Sequenz durch Hybridisierung mit einer komplementaren 
Nukleinsauresonde , die liber eine chemische Verbindung 
mindestens ein Hapten als Markierung gebunden enthalt, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man als Hapten 
ein Steroid verwendet, das an mindestens eine Position 
der Nukleinsaure, die nicht an der Wasserstof f briickenbil- 
dung beteiligt ist, liber eine Briicke von mindestens 4 
Atomen Lange gebunden ist und die hybridisierte Probe 
liber einen seinerseits markierten Anti-Hapten-Anti- 
korper nachweis t. 
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Bevorzugt warden hierbei alL Steroid Digoxigenin oder 
Digoxin verwender. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren srmoglicht den Nachweis 
von 0,5 pg bis 0,05 pg homoLoger DNA. im Dot-Blot und 
von "single copy" -Genen in 5 ug bis 0/5 ^ig genomischen 
DNA-Fragmenten . In beiden Nachweisarten ' ist die Nach- 
weissensitivitat mindestens analog der Nachweissensiti- 
vitat des Biotin/ (Strept) -Avidin-Sys terns • Dies ist 
insofern liberraschend, da die Bindungskonstante der 
Biotin/ (Strept) -Avidin-Wechselwirkung (K = 10"^^ Mol"'^ , 
Green, N.M, (1975) Adv. Protein Chem. 29, 85-133; 
Chaiet, L., Wolf, F.J. (1964) Arch. Biochem. Biophys. 
106, 1-5) vun mindestens den Faktor 10^ hoher ist als 

die Wechselwirkung von Digoxigenin oder Digoxin mit dem 

8 —1 9 —1 

entsprechenden Antikorper (K=2xl0 Mol - 7x10 Mol , 

Hunter et al. , J. Immunol. Vol. 129, Nr. 3 (1982) 

1165), und zusatzlich die Biotin/ (Strept) -Avidin-Wechsel- 

wirkung durch das Vorhandensein von 4 Biotin-Bindungs- 

stellen auf (Strept) -Avidin begunstigt ist. 

Ein weiterer iiberraschender technischer Vorteil ist, 
daB bei Verwendung von Digoxigenin oder Digoxin und den 
dazugehorigen Antikorpern sehr viel vreniger unspezif ische 
Bindung (background) an den Filter,, auf welchem die 
nachzuweisende Nukleinsaure fixiert ist, entsteht, als 
bei Verwendung von Biotin/ (Strept) -Avidin. 

Die Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens zum 
Nachweis von Nukleinsauren laBt sich in drei Schritte 
aufgliedern. 

1. Die Derivatisierung der als Nachweisreagenz dienenden 
Nukleinsaure-Probe mit dem Hapten, 
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2. die Hybridisierung; und 

3. die Detektion der Hybride. 

Zur Derivatisierung von Nukieinsauren (DNA und RNA) 
konnen verschiedene Methoden angewendet: werden (Molecular 
Cloning, Maniatis et al • , (1982) Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York) . Der Einbau 
des Haptens kann hierbei enzymatisch, chemisch oder 
photochemisch erfolgen. 

In der "Random-primed" Methode (Anal, Biochem, 132 
(1983) 6) werden doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure- 
Sonden zunachst denaturiert, d.h. die beiden Strange 
werden durch Erhitzen getrennt und dadurch in Nuklein- 
saure-Einzel strange uberfuhrt • Bei einzelstrangigen 
Desoxyribonukleinsauresonden entfallt die Denaturierung • 
An die Desoxyribonukleinsaure-Einzelstrange werden 
sogenannte "Random Primer", das sind beliebige kurze 
Oligo-Desoxyribonukleotide mit unterschiedlichen Sequen- 
zen, die mit komplementaren Sequenzabschnitten der 
Einzelstrang-DNA hybridisieren , gebunden. AnschlielSend 
v/ird ausgehend von den 3 ' -OH-Enden der "Random Primern" 
durch Einwirkung des Enzyins Klenow Polymerase oder 
anderer DNA-Polymerasen (z,B, Phage T4 oder T7-kodiert 
Oder aus Thermus aquaticus) der zum Einzelstrang komple- 
mentare Strang synthetisiert . Dabei werden die als 
Substrat angebotenen vier Desoxyribonukleosidtriphos- 
phat-Arten eingebaut. Bis zu vier jdieser Triphosphat-Ar- 
ten sind teilweise oder ganzlich durch Kopplung eines 
Steroids liber eine Briicke derivatisiert , so daB bei der 
Desoxyribonukleinsaure-Synthese dieses Steroid miteinge- 
baut wird , Ein bevorzugtes, Steroid-derivatisiertes 
Nukleosidtriphosphat ist in der Fig. 1 mit zwei verschie- 
denen bevorzugten Briickenkettenlangen dargestellt. 
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In der "Specific-primed" Methode werden ansrelle von 
"Random Priiuern", also kurzen Oligo-Desoxyribonukleo- 
tiden mit unterschiediichsten Sequsnzen, "Specific 
Primer" ; also Oligo-Desoxyribonukleotide init spezif i- 
schsn Sequenzen, verwendec. Diese spezif ischen Primer 
binden einheitlich nur an dsn komp lament areri Sequenz- 
abschnitt. der Einzelstrang-DNA* . Die Synthase des kompie- 
mentaren Stranges wird im Gegensatz ziir "Random-primer"- 
Methode nur von diesem bestimmten Sequenzabschnitt 
gestartet. Es werden die als Substrat angebotenen vier 
Desoxyribonukleosidtriphosphat-Arten eingebaut - Bis zu 
vier dieser Triphosphat-Arten sind teilweise oder ganz- 
lich durch Kopplung eines Steroids iiber eine Brdcke 
derivatisiert , so daB bei der Desoxyribonukleinsaure-Syn- 
these dieses Steroid mit eingebaut wird, 

Bei der "Reversen Transkriptions" Methode (Ef stratiadis , 
A,F,C.^ Villa-Komarof f ^ L. (1979) Genetic Engeneering 
(Stelow,. J.K. and Hollaender, A., eds.) Plenum Press, 
New York and London, Vol. 1, pp. 1) werden einzelstran- 
gige Ribonukleinsaure-Sonden oder doppelstrangige Ribo- 
nukleinsaure-Sonden nach Denaturierung , d.h. Uberfiih- 
rung in Einzelstrange, retrotranskribiert , d.h. die 
entsprechende Desoxyribonukleinsaure gebildet, Hierzu 
werden an die einzelstrangigen Ribonukleinsaure-Sonden 
Oligo- Desoxyribonukleotide , die. "Primer", an den 
komplementaren Sequenzabschnitt gebunden. Anschliefiend 
wird, ausgehend von dem 3 ' -OH-Ende des gebundenen 
*'Prxmers" durch Einwirkung des Enzyms Reverse Transkrip- 
tase der zum RNA-Einzelstrang komplementare DNA-Strang 
synthetisiert . Als Reverse Transkriptasen werden z.B. 
Virus AMV oder Mo-MLV kodierte Enzyme verwendet, Bei 
der DNA-Strangsynthese werden die als Substrat angebotenen 
vier Desoxyribonukleosidtriphosphat-Arten eingebaut. 
Bis zu vier dieser Triphosphat-Arten sind teilweise 
Oder ganzlich durch Kopplung eines Steroids liber eine 
Briicke derivatisiert , so daB bei der DNA-Synthese 
dieses Steroid mit eingebaut wird. 
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In der "Fill-in" Methode werden doppels trangige Desoxy— 
ribonukieinsaure-Sonden mit 5 ' -iiberhangenden Einzelstrarig- 
Enden derivatisierii , Dazu werden mir. dem Znzym Klenow 
Polymerase oder anderer DNA-Poiynierasen (z,B. Phage T4- 
oder T7- codiert) die 3 ' -OH Enden des nicht-uber stehenden 
Einzelstrangs komplementar zu der 5 ' -iiberhangenden 
Einzelstrang-Sequenz verlangert. Dabei werden^ je nach 
Sequenz des 5 ' -iiberhangenden Einzelstrang-Bereichs / bis 
zu vier der angebotenen Desoxyribonukleosidtriphosphat- 
Arten eingebaut. Bis zu vier dieser Triphosphat-Arten 
sind viederuin teilweise oder ganzlich durch Kopplung 
eines Steroids uber eine Briicke derivatisiert ^ so daC 
bei dem Einbau der Nukleotide dieses Steroid mit einge- 
baut wird. 

In der "Nick-Translation" Methode (J. Mol. Biol. 113 
(1977) 237) werden doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure 
Sonden gleichzeitig mit dem Enzym E. coli DNA Polymerase 
I sowie einer kleinen Menge des Enzyms DNase I in Anwe- 
senheit der als Substrat dienenden vier Desoxyr ibonuk- 
leosidtriphosphate inkubiert. Durch das Enzym DNase I 
werden Einzelstrang-Briiche , die sogenannten "nicks", 
erzeugt. Dadurch entstehen 5'- und 3 * -Enden innerhalb 
des gebrochenen Einzelstranges • Durch das Enzym E. coli 
DNA Polymerase I werden anschlieBend an den internen 
Einzelstrang-Brtichen die 5 ' -endstandigen Desoxyribo- 
nukieoside abgebaut, gleichzeitig jedoch an das benach- 
barte freie 3'-0H-Ende eines der als Substrat angebo-, 
tenen Desoxyribonukleotid-Arten eingebaut, Durch wieder- 
holtes Ablaufen des gleichzeitigen Ab- und Neu-Einbaus 
eines Nukleotids wandert der Einzelstrang-Bruch in 
Richtung 3*-Ende. Bis zu vier der als Substrat angebo- 
tenen Triphosphat-Arten sind wiederum teilweise oder 
ganzlich durch Kopplung eines Steroids iiber eine Briicke 
derivatisiert r so daB beim Neueinbau der Nukleotide 
dieses Steroid mit eingebaut wird. 
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In der "Tailing" Methode wird an 3 ' -OH-Enden von doppei- 
Oder- einselstrangigen Desoxyribo- oder Ribonukleinsaure- 
Sonden mit dem Bnzym Terxainale Transferase in Anwesenheit 
mindestens einer Art der als Substrat dienenden Desoxyri- 
bonukleosidtriphosphate, Dideoxyribonukleosidtriphosphate 
Oder Rifaonukleosidtriphosphate mindestens eines dieser 
Nukieotide angehangt. Die verwendete Art der Triphos- 
phate ist wiederTim teilweise oder ganzlich durch Kopplung 
eines Steroids iiber eine Brucke derivatisiert , so daS 
bei dem Einbau der Niikleotide dieses Steroid mit einge- 
baut wird* 

Bei der Phagen-RNA-Polymerase-katalysierten "Transkrip- 
tions" -Methode (J, Mol. Biol. 1€_6 (1983) 477) wird 
-wahrend der Desoxyribonukleinsaure-abhangigen Ribonuklein- 
saure-Synthese die gebildete Ribonukleinsaure derivati- 
slert. Als Phagen-codierte RNA-Polymerasen werden z.B. 
Phage SP6-, T7- oder T3-codierte Enzyme verwendet. Fur 
diese Methode werden doppelstrangige Desoxyribonuklein- 
sauren verwendet, die z.B. SP6-, T7- oder T3-Promotoren 
enthalten. Durch Zugabe von 2 ,8. T7- oder T3-RNA 

Polymerase land aller vier Arten der Ribonukleosid-Triphos- 
phate wird;- ausgehend vom homologen Promoter, der 2ur 
codogenen Desoxyribonukleinsaure komplementare Ribonuklein- 
saure-Strang/. das Transkript, gebildet. Dabei werden 
die als Substrat angebotenen Ribonukleosidtriphosphat- 
Arten eingebaut* Bis zu vier dieser Triphosphat-Arten 
sind teilweise oder ganzlich durch Kopplung eines 
Steroids uber eine Brucke derivatisiert , so daB bei der 
Ribonukleinsaure-Synthese dieses Steroid mit eingebaut 
wird. 

In der "photochemischen" Methode. (Nucl. Acids Res. 13 
(1985) 745-761) wird die Nukleinsaure-Sonde in Gegenwart 
von Photo-Digoxigenin (Fig. 2) mit sichtbarem Licht mit 
UV-Anteil bestrahlt, Unter Abspaltung von Stickstoff 
(N2) entsteht ein Nitrenradikal, das kovalent an die 
Nukleinsaure bindet. 
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Fiir die "chemische" Methode warden im Rahmen der Oligo- 
Desoxyribonukleotidsynthese nach der Phosphit-Triester- - 
Meiihode neben den geschiicz-cen Nukieos id-phosphoraiuiditsn 
(dA/dG/dC/dT) geschiitzts, mit subs tituierbaren Amino- 
funktionen modif izierte Nukieosid-phosphoramidite 
(dA/dG/dC/dU) zxim gezielten Einbau in den Oligo-Desoxy- 
ribonukleotid-Einzels-trang verwendet. Die Modif izierung 
von dC/dU geschieht bevorzugt in Position 5 des Pyriiui- 
din-Ringes , die von dA/dG bevorzugt an Position 8 des 
Purinmolekuls . 

Nach AbschluB der Synthesezyklen und Entfernung der 
Schutzgruppen resultieren einzelstrangige ^ an den 
Nukleobasen mit substituierbaren Aminof unktionen modi- 
fizierte Oligo-Desoxyribonukleotide , . die mit geeigneten 
Haptenen markierbar sind. Solche Kaptene sind Steroide, 
bevorzugt Digoxigenin, Digoxin, d.h. die Markierung 
geschieht durch Umsetzung des Oligo-Desoxyribonukleoti- 
des mit den entsprechenden aktivierten EsterU;. Amiden 
Oder Ethern der Haptene^ vorzugsweise ihren N-hydroxy- 
succinimide stern. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird 
eine Nukleinsaure-Sonde verwendet, deren Hapten in die 
Nukleinsaure-Sbnde enzymatisch mit Hilfe von DNA-Polyme- 
rasen, RNA-Polymerasen , Reversen Transkr iptasen oder 
Terminalen Transferasen und entsprechenden Hapten-modif i- 
zierten Desoxy- oder Ribonukleosidtriphosphat-Substraten 
eingebaut wurde . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung wird eine Nukleinsaure-Sonde verwendet, deren 
Hapten ,in die Nukleinsaure-Sonde photochemisch mit 
Hilfe von Photo-Hapten eingebaut wurde und in einer 
dritten bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird eine 
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Nuicieinsaure-Sonds verwendet^ deren Hapten in die 
Nukleinsaure-Sonde chemisch. im Rahmen der Oligo-Desoxy- 
ribonukleotid-Synthese durcii Einbau geschutzrer , mit 
substituierbaren Aminofunktionen inodif izierrer Nukieo- 
sidphosphcamidite und - nach Entfernung der Schurz- 
gruppen - durch Uiusetzung des modif izierten Oligo-Des- 
oxyribonukleotids mit aktivierten Estern der Haptene 
eingebaut wurde. 

Die xiber eine der baschriebenen Methoden hergestellte, 
mit einem Steroid derivatisierte Nukleinsaure-Sonde 
wird mit einer an einen Trager gebundenen denaturierten 
DNA Oder UNA in Kontakt gebracht und hierbei die Tempe- 
rature Xonenstarken, pH-Wert und sonstige Pufferbedin- 
gungen - abhangig von der Lange der Nukleinsaureprobe 
und der daraus resultierenden Schmelztemperatur des zu 
erwartenden Hybrids - so gevahLt, daB die markierte DNA 
Oder RNA an homologe DNA Oder RNA binden kann (Hybridi- 
sierung) {J, Mol. Biol. 9S (1975) 503 ; Proc- Natl. 
Acad. Sci. USA (1979) 3683) • Als Trager geeignet 

sind Wembranen Oder Tragermaterialien auf Basis Nitre- 
zellulose (z.B. Schleicher und Schiill BA85; Amersham 
Hybond C) , verstarkte oder gebundene pulverf ormige 
Nitrocellulose oder mit verschiedenen f unktionellen 
Gruppen (z.B. Nitro-) derivatisierte Nylonmembranen (z.B. 
Schleicher und Schiill Nytran, NEN Gene Screen, Amersham 
Hybond N, Pall Biodyne) . 

Die Detaktion von hybridisierter DNA oder RNA erfolgt 
dann dadurch/ daB der Trager nach grundlichem Waschen 
und Absattigung zur Verhinderung unspezif ischer Bindungen 
mit einem Antikorper oder Antikorperf ragment inkubiert 
wird. Der Antikorper oder das Antikorperf ragment ist 
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gegen das in die Nuklsinsaure-Sonde bei. der Derivati- 
sierung inkorporierte Steroidhapten gerichtet. Er tragt 
konjugierr eine Harkierung. Nach der Antikorper-Inkuba- 
tion wird nochmais gewaschen, um nur spezifisch gebun- 
dene Antikorper-Kon jugate nachzuweisen Die Bestimmung 
erfolgt sodann liber die Markierung des Antikorpers oder 
Antikorperf ragments nach an sich bekannten Methoden. 

Die Lange der Briicke , uber die das Hapten an die Nuklein- 
saure-Probe gebunden ist, kann zwischen 4 und 3 2 Atome 
betragen. Die Brlicke ist hierbei aus Molekulen aufgebaut, 
die die Atome 0, S oder /und N enthalten. Eine groBere 
Kettenlange ist zwar moglich, aber nicht mehr sinnvoll, 
da mit einem Sensitivitatsverlust zu rechnen ist. 

In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm der Erfindung ist 
das Hapten liber eine Briicke von 11 bis 15 Atomen Lange 
an die Probe gebunden. Bevorzugt enthalt die Brucke 
neben hydrophoben auch hydrophile Gruppierungen . 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form ist die Briicke 
linear. In einer weiteren Aus fuhrungs form besteht die- 
Brticke aus einer verzweigten Kette und tragt an minde- 
stens einem der Kettenenden ein Haptenmolekiil . Durch 
das Vorhandensein mehrerer Haptenmolekiile an den Ket- 
tenenden einer verzweigtkettigen Briicke kann die Nach- 
weissensitivitat zusatzlich verstarkt werden. 

Die Verbindung des S teroid-Haptens mit der Brvicke ist 
vorzugsweise eine Ester-, Amid- oder Etherbindung • 

Die Bindung des Steroid-Haptens liber die Briicke an . die 
Nukleinsaureprobe ist sowohl liber eine endstandige oder 
nicht .endstandige Phosphatgruppe , als auch iiber einen 
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Zuckerrest. oder eine Base der Nukieinsaure-Probe iiiogiich. 
Die Bindung des Haptens iiber die Brucke muB jecoch so 
erfolgen, daB nicht die Wasserstof fbruckenbildung - 
zwischen den beiden komplementaren Nukleinsaurestrangen 
beeintrach-fcigt. wird. 

Bevorzugt ist das Hapten iiber die Brucke an eine Base 
Oder den Ribose-Anteil der Nukleinsaure-Probe gebunderi/ 
wobei das Hapten besonders bevorzugt uber die Brucke an 
die Cg-Position von Uracil Oder Cytosin, die Cg-Position 
von Adenin oder Guanin oder an die 2* -Position der 
Ribose gebunden ist. 

Die Markierung des Anti-Hapten-Antikorpers oder des 
Antikorperfragments erfolgt in an sich bekannter Weise. 
Geeignet sind z. B. Enzynunarkierung/ radioaktive Markie- 
rung, (Bio-) Luminiszensmarkierung oder Fluoreszenzmarkie- 
rung. Bevorzugt wird jedoch eine Enzymmarkierung luit 
Enzymen wie Alkalische Phosphatase, Peroxidase oder 
6-Galactosidase verwendet. Besonders bevorzugt wird als 
Markierungsenzym Alkalische Phosphatase verwendet. Die 
Bestiininung der Alkalischen Phosphatase erfolgt iiber 
Leukosysterae, insbesondere iiber Indigoide Systems als 
oxydierbare Verbindungen (siehe EP 228 663) . Als Oxyda- 
tionsmittel dienen Tetrazoliumsaize. Bei dem Markierungs- 
enzym Alkalische Phosphatase wird als Redoxsystem 
bevorzugt X-Phosphat/Nitroblau-Tetrazoliiaiti eingesetzt 

(F.P, Altmann, Tetrazolium Salts and Formazans , Progr. 
Histochem. Cytochem, Vol. 913 (1976) , Gustav Fischer 
Verlag^ Stuttgart, S. 1) • X-Phosphat ist hierbei ein 
Trivialname f lir 5-Broin-4-Chlor-3-Indolylphosphat , und 
Nitroblau-Tetrazolium steht ftir die Verbindung 3,3'- 

(3,3' -Diinethoxy-4 , 4 ' -Biphenylen) -bis-5-Phenyl-2- (4-Nitro- 
phenyl) -Tetrazoliumchlorid (F.P* Altitiann, Tetrazolium 
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Salts and Formazans, Progr. Histochem. Cytochem. Vol* 
913 (1976), Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, pp • 1). 
Alkalische Phospharase spaltst das chroinogene Substrat, 
in diesem Fall X-Phosphat^ das durch die Abspaltunc des 
Phosphats und Oxidation ein blaues, schwerlosliches 
Dimer bildet; wobei gleichzeitig die Tetrazoliuru-Verbin- 
dung 2U einem ebenfalls blauen, schwerloslichen Formazan 
reduziert wird. Diese Redoxreaktion ist in Fig. 3 
dargestellt . 

Der Nachweis der anderen geeigneten Markierungssysteme 
( (Bio) -Luminiszensmarkierung , Fluoreszenzmarkisrung , 
radioaktive Markierungj wird nach an sich bekannten 
Methoden durchgef lihrt . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ist zur weiteren Yeran- 
schaulichung in Fig. 4 schematisch unter Verwendung von 
liber eine Briicke von 11 Atomen an dUTP-gebundenem 
Digoxigenin als Hapten dargestellt^ 

Das erf indungsgemaBe Verfahren kann besonders vorteil- 
haft angewendet werden zur: 

in situ-Hybridisierung mit fixierten ganzen Zellen, 
mit fixierten Gewebsabstrichen und isolierten 
Chromosonien ( Me taphasen-Chroino somen) 

Colony-Hybridisierung (Zellen) und plague-Hybridi- 
sierung (Phagen und Viren) 

Northern-Hybridisierung (RNA-Nachv/eis) 

Serum-Analytik (Nachweis von Virus- und bakteriel- 
len Infektionen in Serum, Zelltyp-Analyse von 
Zellen im Seriim; z.B. durch slot-blot-Analyse) . 
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In einer weit:eren bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird vor 
der Durchflihrung des erf indungsgemaflen Bestimmungsver- 
fahrens eine Amplif ikation der sample, wie in EP-A 
020036 2 beschrisben, durchgefiihrt . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verf ahren 
2uin Nachweis von Nucleinsauren definierter Sequens 
(sample) , welches dadurch gekennzeichnet: ist, dafi man 
die sample, nach Denaturierung, mit mindestsns zwei 
Oligonucleotiden (primer) , vcn welchen ein erstes in 
seiner Sequenz komplementar zu einer Teilsequenz eines 
Sfcranges der nachzuweisenden Nucleinsaure und ein 
weiteres identisch mit einer anderen Teilsequenz des- 
selben Stranges der nachznweisenden Nucleinsaure ist, 
behandelt (Hybridisierung) , mit Polymerase, vorzugswei- 
se taq-DNA-Polymerase/ mit Desoxyribonucleotiden und 
mit mindestens einem Desoxyribonucleotidr das chemisch 
gebunden ein Steroid enthalt, welches an eine Position 
des Desoxyribonucleotids, die nicht an der Wasserstoff- 
briickenbindung beteiligt ist, iiber eine Brucke von 
mindestens 4 Atomen Lange gebunden ist, behandelt 
(Polymerisierung) und anschliefiend den Zyklus, beste- 
hend aus Denaturierung , Hybridisierung und Polymerisie- 
rung mindestens einmal wiederholt, wobei eine zur 
sample komplementare Nucleinsaure entsteht, welche 
markiert ist und die so entstandene markierte Nuclein- 
saure liber einen seinerseits markierten Anti-Hapten- 
Antikorper nachweis t. In einer bevorzugten Ausfiihrungs- 
form werden die Desoxyribonucleotide , die markierten 
Des oxyribonucleo tide und die primer bereits vor der 
Denaturierungsreaktion zugesetzt. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form wird nach 
Ablauf der Zyklen eine zur sample komplementare, an 
eine Festphase immobilisierte Nucleinsaure zugegeben, 
eine Hybridisierungsreaktion durchgef iihrt und nach 
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Trennung von fester und flussiger Phase die Markierung 
in der Festphase bestimmt, 

' Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist. ein Verf ahren 

zuin- Nachweis von Nucleinsauren def inierter Sequenz 
(sample), welches dadurch gekennzeichner ist, daB man 
die sample nach Denaturierung mit mindestens zwei Oligo- 
nucleotiden (primer) , von welchen ein erstes in seiner 
Sequenz komplementar zu einer Teilsequenz eines Stranges 
der sample und ein weiteres identisch mit einer anderen 
Teilsequenz desselben Stranges der nachzuweisenden Nucle- 
insciure ist, behandelt (Hybridisierung) , mit Desoxyribo- 
nucleotiden, mit Polymerase, vorzugsweise taq-DNA-Poly- 
merase, behandelt (Polymerisierung) , anschlieBend den 
Zyklus , bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung und 
Polymerisierung mindestens einmal wiederholt und ab- 
schliefiend einen Zyklus in Gegenwart von mindestens 
einem Desoxyribonucleotid, welches chemisch gebunden ein 
Steroid enthalt, welches an eine Position des Desoxyri- 
bonucleotids , die nicht an der Wasserstof f briickenbin- 
dung beteiligt ist, uber eine Briicke von mindestens 4 
Atomen Lange gebunden ist, wobei eine zur sample komple- 
mentare Nucleinsaure entsteht, die markiert ist und die 
so entstandene markierte Nucleinsaure iiber einen seiner- 
seits markierten Anti-Hapten-Antikorper nachweis t» 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird nach 
Ablauf der Zyklen eine zur sample komplementare , an 
eine Festphase immobilisierte Nucleinsaure zugegeben, 
eine Hybridisierungsreaktion durchgefiihrt und nach 
Trennung von fester und flussiger Phase die Markierung 
; in der Festphase bestimmt. 

Die weiteren Bedingungen fiir diese Verfahren sind bei- 
spielsweise in der EP-A 0200362 beschrieben und unter 
dem Namen Polymerase chain reaction (PGR) bekannt. 

ERSATZBLATT 

BNSDOCID: <WO ^8906698A1_L> 



wo 89/06698 PCT/EP89/00026 



- 16 - 



Die folgenden Beispiele erlautern in V'erbindung mit den 
Abbildungen die Erfindung naher. 

Fig. 1 zeigt ein iiber eine Briicke von 11 Atomen 

Lange mit einem Digoxigenin-Molekiil rriarkierties 
Desoxyuridintriphosphat; 

Fig, 2 zeigt Photodigoxigenin; 

Fig^ 3 zaigt die Farbreaktionen beim Nachweis des 

Enzyms Alkalische Phosphatase iiber das Redox- 
system X-Phosphat/Nitroblau Tetrazolium; 

Fig. 4 zeigt schema tisch eine bevorzugte Ausfiihrungs- 
form des erf indungsgemaBen DNA-Nachweises ; 

Fig. 5 deutet die Herstellung eines RNA- Trans kripts 
nach der SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase kataly- 
sierten Transkriptionsmethode mit den Plasmi- 
den pSPTlS an? 

Fig. 6 zeigt die \interschiedlichen DNA-Bereiche der 
Plasmide pSPTlS; 

Fig* 7 zeigt ein Syntheseschema fiir die Herstellung 
von Photodigoxigenin; 

Fig. 8 zeigt einen Vergleich der Sensitivitaten des 
erf indungsgemaBen Nachweises mit Digoxigenin 
als Hapten gegeniifaer dem Nachweis iiber Bio- 
tin/Streptavidin im Nachweis von Plazenta-DNA 
nach Southern-Blotting und Hybridisierung; 
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Fig. 9 zeigt einen Vergleich der Sensitivitaten 

einer erf indungsgemaBen enzymatischen Markie- 
rung (A) mit einer bekannterx chemischen Mar- 
kierung (B) im DNA-Nachweis ; und 

Fig, 10 zeigt die DNA-Sequenz (A) und Restriktionskante 
(B) von pSPTlS . 



Beispiel 1 

Digoxigenin-O-succinyl-il'5- (amidoallyl) -2 ' -desoxy-uridi- 
n-5 ' -triphosphat7-Tetralithiumsal2 

(Dig-4-dUTP) 

^39^52°21^3^3^^4 ^^^^'^ 

20 0 mg Digoxigenin-O-succinyl-N-hydroxysuccinimidester 
(0,34 mMol) werden in 7 ml Dimethylf ormamid gelost und 
einer Losung von 18 6 mg 5-Allylamino-2 * -desoxy-uridin- 
5 ' -triphosphat-Tetralithiumsalz (0,34 roMol) in 6 ml H^O 
zugefiigt. Man gibt zu dem Reaktionsgemisch 62 ml 0,1 m 
Na-boratpuf fer , pH 8,5 und riihrt ca. 15 Stunden bei 
Raumtemperatur liber Nacht. 

Nach dieser Zeit beobachtet man papierelektrophoretisch 
(0,05 m-Citratpuf fer , pH 5,0) unter UV-Licht neben un- 
umgesetztem 5-Allylamino-dUTP einen etwas tiefer laufen- 
deren Fleck des gewtinschten Produktes . 

Die Auf reinigung geschieht wie unter Beispiel 9 be- , 
schrieben. 
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Ausbeute: 130 ma = 37% deir Th . 



av-Spektrixm (Phosphatpuf f er pK 7,0): Maxima: 220 mr., 
290 run 



Beispiel 2 

Digoxigenin-O-succinyl- 5^ -amidocapronsaure 
^33^49^9^ MG: 603,8 

In einem 250 ml-Rundkolben werden 5 g Digoxigenin-O- 
succinvl-N-hydroxysuccinimidestier (8,5 mMol) in 150 ml 
Dime thy Lformamid (DMF) gelos-t and dazu eine Suspension 
von 1,12 g 6-Aminocapronsaure (8,5 mMol) und 1,2 ml 
Triethylamin in 2 0 ml DMF gegeben. Man riihrt liber Nacht 
bei Raximtemperatur magnetisch, wobei allmahlich eine 
homogene Losung entsteht. Nach dieser Zeit ist die Um- 
setzung laut Diinnschichtchromatographie (Kieselgel; 
Essigsaureethylester/Petrolether/Ethanol 1:1:1, 

Detektion: Bespriihen mit einer Mischung von 10 ml Eis- 
essig 4- 0 , 2 ml konz, H^SO^ + 0,1 ml Anisaldehyd und 
Erhitzen auf 120*^0 bis zum Erscheinen blauschwarzer 
Flecke; ca. 0,7; Digoxigenin-OSu-ester ca* 0,85) 
prak-tisch vollstandig. 

Man destilliert DMF im Hochvakuum restlos ab und lost 
das verbleibende 01 in 50 ml E^O unter Zugabe von konz . 
Ammo niak 15 sung. Dann wird durch Zufiigen von 225 ml 
" waBriger Zitronensaurelosung (10 0 g Zitronensaure/ 1) 
die " f reie" Digoxigeninamidocapronsaure abgeschieden . 
Die harzig-zahe Masse wird durch Anreiben mit Wasser 
fest; man saugt ab, wascht mehrfach mit nach und 

trocknet letztlich iiber P-^O- im Olpurapenvakuum. 
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Ausbeute : 3,45 g = 68% der Th . 
Beispiel 3 

Digoxigenin-O-succinyl- £ -amidocapronsaure-N-hydroxy- 
succinimidester 

^11^v^2^X'^2 700 ,8 

In einem 100 ml-Rundkolben werden 3,45 g Digoxigenin-0- 
succinyl- £-ainiGocapronsaure (5,7 mMol) in 20 ml wasser- 
freiem Dimethylf ormamid (DMF) gelost, und nacheinander 
mit 0,7 g N-Hydroxysuccinimid (6 mMol) , sowie 1,3 g 
Dicyclohexylcarbodiimid (6,3 mMol) versetzt. Man riihrt 
iiber Nacht bei Rauxuteinperatur , saugt anderntags voiu ab- 
geschiedenen Dicyclohexylharnstof f ab und zieht das DMF 
im tJlpumpenvakuum ab* Das zuriickbleibende 01 wird in 
20 ml Essigsaureethylester aufgenommen und in ca, 
150 ml eiskalten (-20 °C) Petrolether eingeriihrt. Das 
ausgef allene , anfangs noch harzig-zahe Produkt reibt 
man mehrfach mit eiskaltem trockenem Petrolether bis 
zum Festwerden durch, Nach Trocknung liber ^2^5 
Vakuum erhalt man 

3,35 g = 84 % der Th. 

Elementaranalyse ; 

C ber.: 63,4% H ber, : 7,5% N ber.: 4,0 % 
C gef.: 63,1% H gef.: 7,7% N gef.: 4,07%. 
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Beispiel 4 

Dig-oxigenin-O-succinyl- ^-ainidbcaproyl-/£D- ( amidoallyl) 
-2 ' -desoxy-uridin-5 * -triphosphaty-Tecrana-tr iumsalz 

(Dig-ll-dUTP) 

260 mg Digoxigenin-O-succiny 1- £ -ainidocapronsaure-N- 
hydroxysuccinimidester (0,37 milol) werden in 7 ml DMF 
gelost und zu einer Losung von 200 mg 5-Allylamino-2 ' - 
desoxy-uridin-5 ' -triphosphat-Tetralithitimsaiz (0, 37 inMoi) 
in 6 ml gegeben. Man fiigt dem Gemisch 62 ml 0,1m- 

NatrixjLmboratpuf fer , pH 8^.5 zu und riihrt bei Raumtempe- 
ratur uber tlacht (ca^ 15 Stunden) 

In der Papierelektrophorese (0,05 m-Citratpuf f er , pH 
5,0) bepbachtet man im UV-Licht nach dieser Zeit neben 
etwas unumgesetztem Allylamino-dUTP einen etwas tiefer 
laufenderen Fleck der gewunschten Verbindung (alternariv: 
Diinnschichtchromatographie (DC) auf Kieselgel, FlieB- 
mittel Isobuttersaure/konz * AiTimoniaklosung/H20 = 66 :1:33, 
Detektion im UV oder Bespriihen mit Anisaldehyd— Reagenz 
- siehe Beispiel 2 R^-Werts: 5 -Allylamino-dUTP 0,2; 
Dig-amidocapronsaure-OSu-ester 0,7; Dig-ll-dUTP 0,45) . 

Zur Aufreinigung wird das Reaktionsgemisch im Qlpumpen- 
vakuum bis zxim fasten Riickstand eingedampft, in 200 ml 
H^O aufgenommen und auf eine lonenaustauschersaule 
(DEAE-Sephadex A25 , HC02"-Fonu, Saulendimension 1,5 x 30 cm) 
gegeben* Nach Auf Ziehen wird kurz mit Wasser gewaschen, 
dann mit einem Gradient von je 1 1 auf 0,4 la TEAB 

(Triethylammoniumbicarbonat) , pH 8 eluiert. Die reines 
Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt, im 
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Vakuum konzentriert und durch mehrfaches Eindainpfen mit 
Methanol von iiberschussigem TEAS befreit (kein Geruch 
von freiem Triethylamin mehr!), Man nimiut den Kolbeninhalt 
in wenigen ml Wasser auf, passiert die Losung iiber eine 
kurze KationenausHauschersaule DOWEX 5C WSS (1 x 10 cm) 
in der Na^-Form, wascht die Saule bis zur ODE-Freiheit 
des Waschwassers (Messung im UV bei 240 nm) und dampft. 
im Vakuum bis auf ca. 20 ml ein. Nach Lyophilisation 
werden 200 mg (45% der Th.) Dig-ll-dUTP-Na^ als weiBes 
Pulver erhalten. 

Analytik; H20-3estimmung : 7,9% 

E lament ar analys e : (unter Beriicksichtigung des H20-Ge- 

haltes) : 

C ber,: 41,8% H ber.: 5,3% N ber . ; 4,3% P ber . : 7,2% 
C gef,: 41,08% H gef.: 5,35% N gef . : 4,7% P gef.: 7,1%. 

UV-Soektrum (Phosphatpuf f er pH 7,0): Maxima: 220 nm, 
290 nm. 

Beispiel 5 

Digoxigenin-O-succinyl- ^ -amidobuttersaure 
^31^45^9^ MG: 575,8 

Die Verbindung wird durch Umsetzung von 3 g Digoxigenin- 
O-succinyl-N-hydroxysuccinimidester (5,1 mMol) mit 
0,63 g 4-AminobuttersSure (6,1 mMol) wie in Beispiel 1 
fur das Capronsaurederivat beschrieben, hergestellt, 
Nach erf olgter Umsetzung wird das Reaktionsgemisch im 
Vakuum eingedampft, der Rtickstand in H^O-Methanol (20%) 
gelost und Uber eine Kationenaustauschersaule (DOWEX 50 WX8) 
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in der H*-Form gegeben, Eluat und Waschwasser (pH ca. 4) 
werden eingedampf t , der zuruckbleibende schmierig-zahe 
Riicks-tand in n-Butanol gelost und dreimal mit Wasser 
ausgeschtittelt . Die Butanoi-Phase enthalt das gewiinsch- 
te Produkt und- wird nach Abziehen des Butanols und' 
drsimaliger Codestillation mit wasserf reiem DMF (Ent- 
fernung restlichen Wassers) direkt zur Weiterverarbei- 
tTing zum entsprechenden N-Hydroxy-succinimidester (Bei-. 
spiel 6) eingesetzt., 

Ausbeu-be: 2,94 g (01) 
Beispiel 6 

Digoxigenin-O-succinyl- y-amidobuttersaure-N-hydroxy- 
succinimidester 

^35^48°11^2 672,8 

2,94 g Digoxigenin-O-succinyl- If'-amidobuttersaure 
(ca. 5,1 itiMol) werden als f3l aus Beispiel 5 mit 0,52 g 
N-Hydroxysuccinimid (5,4 itiMol) und 1,15 g Dicyclohexyl- 
carbodiimid (5;. 6 mMol) in 20 ml wasserfreiem DMF wie 
unter Beispiel 3 beschrieben, umgesetzt und aufgearbei- 
tet* Der resultierende Hydroxysuccinimidester wird als 
01 - wie in Beispiel 7 beschrieben - mit -Aminocapron- 
saure umgesetzt • 

Ausbeute: 3,46 g (01) 
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Beispiel 7 

Digoxigenin-C-succinyl- Jf -amidofautyryl- £.-amidocapron- 
saure 

^37-^56^10^2 ^29'^ 

In einem.250 ml-Rundkolben werden 0/8 g £-Aininocapron- 
saure (6,2 mMol) und 0,75 ml Triethylamin in 12 ml DMF 
suspendiert und dazu eins Losung von 3,46 g Digoxige- 
nin-O-succinyl- amidobutters aure-N- hydroxy succinimid- 
ester (5,1 mMol, 01 aus Beispiel 6) in 90 ml DMF gege- 
ben. Man laSt liber Nacht ca, 15 Stunden bei Raiimtempe- 
ratur riihren, wonach eine nahezu homogene Losung ent- 
standen ist. Laut DC (Bedingungen siehe unter Beispiel 
2) ist die Umsetzung fast quantitative 

Die Aufarbeitung geschieht wie unter Beispiel 5 be- 
schr:ieben (Uberfiihrung in die "freie" Carbonsaure durch 
DOWEX 50-Chromatographie, Extraktion mit n-Butanol) . 
Die Butanol-Phase enthalt neben dem gesuchten Produkt 
noch etwas polareres und unpolareres Material und wird 
deswegen durch Chromatographie an Kieselgel 60 (Saule 
4 0x3 cm, Elutionsmittel Essigsaurethylester/Petrolether 
50/75/Ethanol 1:1:1) gereinigt. Nach Vereinigen der 
sauren Fraktionen und Eindampfen erhalt man als 01 

1,48 g = 42% der Th . 
Beispiel 8 

Digoxigenin-O-succinyl- f -amidobutyry 1- £ -amidocapron- 
saure-N-hydroxysuccinimid-ester 
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^41^'^59^12^3 785,8 

0,2 g- Digoxigenin-O-succinyl- ^ -amidobutyryl- £-amido- 
capronsaure (01 aus Beispiei 7, ca, 0,29 mMol) werden 
lait 0,034 g N-hydroxysuccinimid (0;3 m^^ol) und 65 rug 
Dicyclohexylcarbodiimid (0,32 mMol) in 8 ml wasserf reiem 
DMF wie unter Beispiei 3 beschrieben^ umgesetzt und 
auf gearbeitet • Der erhaltene olige Riickstand ist auch 
durch mehrf aches*Durchreiben rait kaltem Petrolether 
nicht f estzubekoinm&n und wurde daher nach Abziehen der 
Losungsmit-tel direkt - wie in Beispiei 9 beschrieben - 
mit 5-Axninoallyl-dUTP zur Reaktion gebracht* 

Ausbeut-e; 0,25 g (01) 

Beispiei 9 

Digoxigenin-O-succinyl- ^-amidobutyryl- £-amidocaproyl- 
Z!5-amidQallyl) -2 '-desoxy-uridin-5 ' -triphosphatJ-Tetra- 
lithiumsalz 
(Dig-16-dUTP) 

^49^^70^23V3^i4 ^^17, 7 

250 mg Digoxigenin-O-succinyl-- Jf •amidobutyryl- £-amido- 
capronsaure-N-hydroxy-succinimid-ester (£31 aus Beispie-1 
&, ca, 0,3 mMol) werden in 7 ml DMF gelost und zu einer 
Losung von 210 mg 5-Allylamino-2 ' -desoxy-uridin-5 ' - 
triphosphat-Tetralithiumsalz (0,38 mMol) in 6 ml 
gegeben. Man gibt dem Reaktionsgemisch 62 ml 0,2 m 
Natriumboratpuf fer , pH 8^5 zu und riihrt ca, 15 Stunden 
liber Nacht bei Raumtemperatur - Der Reaktionsablauf wird 
wie unter Beispiei 4 beschrieben, verfolgt. 
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Zur Auf reinigung. wird der Ansats im Olpumpenvakuuin bis 
2um festen Ruckstand eingedampf t , in ca, 200 ml H^O 
gelost und auf. eine lonenaustauschersaule (DEAE-Sepha- 
dex A-25, CI -Form, Saulenabmessung 1,5 x 3 0 cm) ge- 
geben... Nach Waschen mit H^O wird mit einem linearen 
Gradienten von 2 1 H^O auf 2 1 0,3 m-LiCl eluiert. Die 
das reine Product enthaltenden Fraktionen werden ver- 
einigt, im Vakuum so weit konzentriert , bis kein H^O 
mehr iibergeht und das Konzentrat anschlieBend in einem 
Aceton-Ethanol-Gemisch (3:1) durch Einriihren gefallt. 
Man zentrifugiert vom Uberstand ab , wascht bis zur Cl"- 
Freiheit mit Ethanol und trocknet mit Vakuum iiber 
P20^/K0H, 

Ausbeute : 25 0 mg = 6 8 % der Th. 
Analytik : H-O-Bestimmung : 6,3%. 

Element ar analyse (unter . Berucksichtigung des H20-Ge- 

haltes) : 

C bar.: 45,5% H ber . : 5,7% N ber . : 5,4% P ber.: 7,2% 
C gef . : 45,1% H gef.: 5,6% N gef.: 5,6% P gef.: 7,0% 

UV-Spektrum (Phosphatpuf f er pH 7,0): 

Maxima: 220 nm (Schulter) 
28 9 nm 



Beispiel 10 

Digoxigenin-O-succinyl- £ -amidocaproy 1-3" (amidoallyl) - 
uridin-5 ' -triphosphat7-Tstralithiumsal2 
(Dig-ll-UTP) 

^45^63^23^'4^3^^4 1148,5 
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Die. Verbindung wird durch Umsetzung von 520 mg Digoxi- 
genin-0"succinyl- £ -amidocapronsaure-N-hydroxysuccini- 
mides1;er (0,74 mMol) rait 416,5 mg 5-Allyiamino-UTP- 
Tetralithiumsais (0,74 mMol) analog Beispiel 4 herge- 
stellt,- Die lonenaustauscherciiromatographie erfolgt 
jedoch in Abwandlung nach Beispiel 9 an DEAZ-Sephadex- 
A-25 in der Cl"-Form. 

Ausbeute : 560 mg = 6 6 % d, Th> 

Analytik: H^O-Bestimmung : 8,1% 



Elementaranalyse {unter Beriicksichtigung des H20-Gehal- 

tes) : 



C her.: 43,5% H ber . s 5^47% N her.: 4,5% P ber*: 7,47% 
C gef.: 43,1% H gef . : 5,3% N gef . : 4,5% P gef . : 7,35% 

UV-Spektrum (Phosphatpuf fer pH 7,0) : 

entspricht Dig-ll-dUTP 

Beispiel 11 

Digoxigenin-O-succinyl- ^-amidobutyryl- ^-amidocaproyl- 
ZS- (amidoallyl) -uridin-5 ' -triphosphatiZ-Tefcralithiumsalz 
(Dig-16-dDTP) 

^49^70^24^5^3^^4 = ^^33 , 7 

Die Verbindung wird durch Uinsetzung von 250 mg Digoxi- 
genin-O-succinyl" ^-amidobutyryl- £ — amidocapronsaure- 
N-hydroxysucciniinidester {0,3 mMcl, nach Beispiel 8 
erhalten) mit 214 mg 5-Allylamino-UTP-Li^ {0,38 mMol) 
analog Beispiel 9 hergestellt. 
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Ausbeut-e : 218 mg = 59 % d. Th. 
Analvtik ; H^O-Bestimmung = 7,2% 

Blementar analyse, (unter Beriicksichtigung des H^O-Wer- 

tes) : 

C ber,: 44,45% H her.: 5,67% N ber,: 5,3% P her,: 7,0% 
C gef.: 44,3 % H gef.: 5,5 % N ber,: 5,3% P gef,: 7,1% 
UV-Spektrum {Phosphatpuf f er pH 7,0): 

entspricht Dig-16-dUTP 
Beispiel 12 

Herstellung von N-Azidobenzoyl-l , 8-dianiino-3 , 6-dioxa- 
octan 

5,20 g (20 minol) Azidobenzoesaure-N-hydroxysuccinimidester 
(Fa. Pierce, D-6054 Rodgau 1) werden in wasserfreiem 
Essigester gelost und mit 29,3 ml (200 mmol) 1 , 8-Diamino- 
3 , 6-dioxaoctan versetzt. Die Reaktionsmischung iafit man 
20 Stunden bei 20**C im Dunkeln riihren. Das Losungsmittel 
wird im Vakuum entfernt und der 51ige Riickstand in 30 0 ml 
Wasser gelost. Das Produkt wird mit 2 1 Toluol in einem 
Perforator aus der waBrigen Phase extrahiert, wobei man 
die Apparatur mit Aluminiumf olie umwickelt. Die Extrak- 
tion ist nach ca. 16 Stunden beendet. Die organische 
Phase wird am Vakuum vom Losungsmittel befreit und das 
Produkt durch praparative Saulenchromatographie an 
Kieselgel (Saule 80 x 10 cm, Eluent: Chlorof orm/Metha- 
nol/konz, Ammoniaklosung 65:30:5) aufgereinigt und nach 
Abdampfen des Losungsmittels im Hochvakuum getrocknet. 

Ausbeute : 3,2 g (55%); farbloses, zahes 01. 
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Beispiel 13 

Hers-tellung vorv Digoxigenin-3-hemxsuccinat:^ - (4-a2ido- 
ben2oyl)J-8-ainino-3 ^ 6-dioxaoctylainid (Phorodigoxigenin) 

2,93 g (10 mmol) des Produktes aus Beispiel 12 werden 
in 200 mi was serf reieiti Dioxan gelost und mit 5,87 g 
(10 mmol) Digoxigenin-3-hemisuccinat-N-hydroxysucciniinid- 
ester (Herstellung analog: G. C. Oliver, Jr- Brent, M. 
Parker, D.L, Brasfield und Ch.W. Parker; J. clin* 
Invest. £7 (1986), 1035) versetzt, Man laBt 20 Stunden 
bei Raumtemperatur riihren, entfernt das Losungsmittel 
im Vaknum und trennt das entstandene Produkt durch 
praparative Mitteldruck-Fliissig-Chromatographie ab 
(Saulenvolumen: 1640 ml, Labochrom Reversed-Phase-Silica 
HD-SIL-18-30-60, Eluent Methanol /Was ser 7:3 + 1 % 
Eisessig) ♦ Nach Sammlung der entsprechenden Fraktionen 
wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der olige 
Riickstand in Dioxan GelSst. Nach Lyophilisation und 
Waschen mit 10 0 ml Diisopropylether wird das Produkt 
Digoxigenin-3-hemisuccinatZrN ' - (4-a2idoben2oyl)J^-8-amino- 
3 , 6-dioxaoctylamid als farbloser, leicht klebriger 
Feststoff erhalten, der im Hochvakuum getrocknet wird. 

Ausbeute: 4,9 g (64%). 

IR (Aceton) : ^ 2150, 1728, 1539 cm""^. 
Beispiel 14 

Markierung einer Nukleinsaure-Sonde nach der "Random 
Primed" Methode 
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1 ug der zu markierenden linearen DNA wurde in einem 
Voliimsn von 10 ul durch Sminutiges Kochen und anschlies- 
sendes Abschrecken auf Eis denaturiert. Danach wurden 
in einem Reaktionsgef afl je 1 siner 2 mmol/l Losung 
von Desoxyadenosintriphosphat Desoxycytidintriphosphat 
und Desoxyguanosintriphosphat und die denaturierte DNA 
vereinigt. Dazu wurde 1 ul einer Losung, die 1,4 mmol/l 
Desoxythymidintriphosphat und 0,6 mmol/l, wie in Beispiel 
4 hergesteiltes Digoxigenin-1 1-dUTP enthalt zugesetzt. 
Danach wurden 2 ul eines sogenannten Reaktionsgemisches 
zugegeben.. Das Reaktionsgemisch enthielt als wichtigste 
Komponente das sogenannte "Random-Hexanucleotid" . Es 
handelt sich dabei um chemisch synthetisierte Oligonuk- 
leotide von 6 Basen Lange, wobei bei der Synthese in 
jedem Schritt alle 4 Nukleotide (A, C, G und T) angebo- 
ten werden und somit ein Gemisch aller moglichen Oligo- 
nukleotid-Sequenzen entsteht. Die chemische Zusammenset- 
zung des Reaktionsgemisches war: Tris-HCl, 0,5 mol/1; 
MgCl^/ 0,1 mol/1; Dithioeritrit , 1 mmol/l; Rinderserum- 
Albumin, molekularbiologische Qualitat, 2. mg/ml; Random 
Hexanucleotid, 3,125 mg/ml; pH 7,2 (20*C); zuletzt 
wurde 1 ul Klenow Polymerase, entsprechend 2 Einheiren, 
zugegeben und die Mischung mit sterilem Wasser auf 
20 juLl Endvolximen gebracht und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert:. 

Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 ul 0,2 
mol/1 EDTA (Ethylendinitrilo-Tetraessigsaure) , pH 8,0 
gestoppt und uneingebaute Desoxyribonukleosidt-risphos- 
phate wurden durch eine Ethanolf S-llung abgetrennt. 
Hierzu wurden dem Inkubationsansatz 2 ul LiCl, 4 mol/1, 
und 60 ul auf -20 ''C vorgekuhltes absolutes Ethanol 
zugegeben, gemischt und der Fallungsansatz bei -70'=C 30 
Minuten lang oder bei -20 ^'C iiber Nacht inkubiert. 
Anschlieflend wurde bei 12000 x g (Erdbeschleunigung) 10 
Minuten lang zentrif ugiert , der Uber stand abdekantiert , 
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der Niederschlag kurz raitkaltiem 7 0 %igeiu Sthanol gewa- 
schen und zuletzt im Vakuuiu getrocknet. Die markierts 
gereinigte DNA wurde schlieBiich in 50 uL TE-Puffer 
(Trls-HCl, 10 inmol/1; EDTA, 1 imnol/l; pK 8,0) resuspen- 
disr't • 

Be- i spiel 15 

Markierung einer Nukleinsaure-Sonde nach der "Nick 
Translations" Methode 

1 ug der zu markierenden DNA wurde gemischt init je 1 ul 
einer 0,4 imnol/1 Losung von Desoxyadenosintriphosphat , 
Desoxycytidintriphosphat und Desoxyguanosintriphosphat * 

Es wurde dann 1 ul einer Losung, die 0,35 mmol/l 
Desoxythymidintriphosphat und 0,15 mmol/l wie in 
Beispiel 4 hergestelltes Dig-ll-dUTP enthielt, 
zugesetzt. Desweiteren wurden 2 ul einer 10-fach 
konzentrierten Puf f er-Losung 

(Tris-HCl, 0,5 mol/1; MgCl^, 0,1 mol/l; Dithioerytrit , 
1 mmol/i; pH 7,5) sowie 2 ul einer Enzym-Losung , enthal- 
tend 2 Einheiten DNA Polymerase I und 1 . 6 mEinheiten 
DNAsel zugesetzt, mit sterilem zweifach destilliertem 
Wasser auf ein Endvolumen von 20 ul aufgefiillt und der 
Ansatz 60 Minuten bei 14**C inkubiert. 

Die Reaktion wurde wie im Beispiel 13 mit EDTA gestoppt 
und die markierte DNA wie oben beschrieben gereinigt 
und gelost. 
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Beispiall6 

iMarkierung einer Nukieinsaure-Sonde mit der "Tailing" 
Methods 

Bei der 3 * -Endmarkierung mit Hilfe des Enzyms Terminal 
Transferase wurde ein Digoxigenin-ll-Didesoxyuridintr i- 
phosphat eingesetzt. Dieses wurde, wie im Beispiel 4 
beschrieben, synthetisiert , mit der Ausnahme, daB als 
Ausgangssubstanz 5-Allylamino-2 ' ^ 3 ' -didesoxy-uridin-5 ' - 
triphosphat-Tetr-alithiumsalz anstelle des 2 '-Desoxyuri- 
dinsalzes eingesetzt wurde. Die Markierungsreaktion 
wurde wie folgt durchgef iihrt : 
In einem Reaktionsgef aB wurden gemischt: 
25 ul Markierungspuffer (Kalium-Kakodylat, 200 inmol/1; 
Tris-HCl, 50 mmol/1; Kinder serumalbumin 0;4 mg/ml; pH 
7,2), 5 ul 25 mmol/1 CoCl2-Losung , 1,5 ag Haell-gespal- 
tene pBR322-DNA und 5 ul entsprechend 25 Einheiten 
Terminal Transferase, Das Volumen wurde mit steriiem 
zweifach destilliertem Wasser auf 48 |il gebracht und 
schlieB lich 2 p.1 einer 0 , 1 mmol/1 Losung von Digoxige- 
nin-ll-ddUTP zugegeben . 

Nach Mischen und Zentrif ugation wurde die Reaktion bei 
37 ®C fur eine Stunde inkubiert. 

Das Abstoppen der Reaktion und die Abtrennung uneinge- 
bauter Nukleotide erfolgte wie oben im Beispiel 14 
beschrieben . 

Beispiel 17 

Markierung einer Nukleinsaure-Sonde mit der "Trans- 
kriptions " Methode 
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Das Prinzip der Reaktion ist der Fig. 5 zu entnehmen. 
Die 2ur Markierung verwendete DNA wurde in den Trans- 
kriptionsvektor pSPTlS (Fig. 6 und Fig. 10) insertiert. 
Der Vekt-or enthalt einen Promotor fur die SP6 und einen 
Proraotor fiir die T.7 RNA Polymerase.- Die DNA wurde vor- 
der Markierungsreaktion an einer Stelle aufierhalb der 
insertierten DNA-Sequenz und der Promotoren/ sowie den 
die Promotoren und die DNA-Sequenz verbindenden Sequen- 
zen linearisiert.. 

1 ug der linear isierten Substrat-DNA wurde in einem 
Reaktionsgef aB je 1 nl einer 10 mmol/l Losung von 
Adenosintriphosphat , Cytidintriphosphat und Guanosin- 
triphosphat zugesetzt. Dazu wurde 1 ^il einer Losung, 
die 6/5 initiol/1 Uridintriphosphat und 3,5 mmol/l Digoxi- 
genin-ll^UTP en-bhait, zugegeben. Digoxigenin-ll-UTP 
wird im Beispiel 10, ahnlich wie im Beispiel 4 Digoxi- 
genin-ll-dUTP hergesteilt , ais Ausgangssubsfcanz wird 
lediglich anstelle des Allylamino-Desoxyuridinsalzes 
das Allylamino-Uridinsalz eingesetzt. 

Weiterhin warden dem Ansatz 2 nl eines IQfach konzen- 
trierten Puffers (Tris-HCl, 0^4 mol/1; MgCl2/ 6 0 mmol/l; 
Dithiothreitol, 50 mmol/l; Spermidin, 40 mmol/l; pH 
7,2) zugegeben,. das Volumen auf 19 ul mit sterilem 
bidestilliertem Wasser aufgefiillt und schlieBlich die 
Reaktion durch Zugabe von 1 ul, entsprechend 10 Ein- 
heiten der RNA Polymerase (SP6 bzw. T7) gestartet. 

Nach kurzer Zentrifugation wurde der Ansatz bei 37^0 
fiir eine Stunde inkubiert. 

Die Substrat-DNA wurde anschliefiend durch Zusatz von 
1 ul DNAsel, RNAse-frei, entsprechend 10 Einheiten, 
15 Minuten bei 37*'C abgebaut. 
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 nl 0,2 mol/1 
i EDTA, pH 8,0 gestoppt. Die erhaltene Digoxigenin-mar- 

kierre RNA-Probe wurde durch Extraktion mit 1 Volumen 
Phenol und durch anschlieBende Ethanol-Pr azipi tation 
von Proteinen und Nuklectiden gereinigt und schlieBiich 
in sterilem Puffer (Tris-HCl, 10 mmol/1; EDTA, 1 mmol/l; 
pH 8,0) gelost. 

Beispiel 18 

Markierung einer Nukleinsaure-Sonde mit der "photoche- 
mischen" Hethode 

Die gereinigte DNA-Losung (keine organischen Puffer) 
vorzugsweise in einer Konzentration von 0,5 bis 1,0 ug/ul 
wurde in einera Eppendorf Reaktionsgef aB im Halbdunkeln 
mit demselben Volumen einer 1 mg/ml Photodigoxigenin-Lo- 
sung (Beispiel 13) vermischr. Das Gemisch wurde unter 
Eiskiihlung mit einer Philips HPLR 4 00 W Lampe in 10 cm 
Abstand 10 bis 30 Minuten lang von oben durch die 
GefaBoffnung bestrahlt. Das Reaktionsgemisch muBte 
dabei kalt bleiben. 

Nach der Reaktion wurde mit 0,1 M Tris-HCl, pH 9,0, 
1,0 mM EDTA auf 10 0 ul aufgefullt. 

Die Losung wurde mit 100 ttl Butan-2-ol ausgeschtittelt , 
kurz zentrif ugiert und die obere Butanolphase entfernt. 

Die Butan-2^ol Extraktion wurde einmal wiederholt, die 
waBrige Phase sollte jetzt auf 30 bis 40 |il konzentriert 
sein. 



ERSATZBLATT 

BNSOOCID: <W0 8906698A1J_> 



wo 89/06698 PCT/EP89/00026 



- 34 " 



Nach Zugabe von Trager (Carrier) DNA (nur bei kleinen 
DNA Mengen) wurde durch Zugabe von 5 ^.1 3 M Natriumace- 
fcat Oder eineici entsprechenden Salz (z,B, 4 M LiCl) und 
100 ui Ethanoi bei -20*'C uber Nacht gefaLlt. 

Nach Zentrifugation bei 4''C fiir 15 Minuten in einer 
Eppendorf zentrifuge wurde das Pellet mit Jcaitem 70% 
Ethanoi gewaschen^ getrocknet und in 0,1 mM EDTA gelost, 

3eispiell9 

Hybridisierung mit einer markierten DNA-Sonde 

Zur Hybridisierung wurde ein NitrocelLulosef ilter 
(Schleicher & Schull, BA 85) mit darauf fixierter DNA 
verwendet* Zur Vorhybridisierung wurde der Filter 
zunachst 1 Stunde in einer Losung, bestehend aus NaCl, 
0,75 mol/1; Na-Citrat, 75 imol/1; Casein, 0,5 % (w/v) ; 
Laurylsarcosin , 0,^1 % (v/v) ; Natriumdodecylsulf at , 0,02 
% (w/v); pH 7,0 (20^0 bei 65**C inkubiert. AnschlieBend 
wurde die Losung durch eine frische Losung der selben 
Zusammensetzung ersetzt, der zusatzlich 100 ng/ml der 
wie in Beispiel 14 bis 16 oder 18 hergestellten markier- 
ten^ frisch denaturierten DNA zugegeben wurden, Es 
erfolgte eine erneute Inkubation bei 65**C fiir 14 Stunden* 
Danach wurde unspezif isch gebtindene DNA durch zwei 
Waschschritte entfernt und zwar zuerst mit einer Losung 
von NaCl, 0,3 mol/1; Na-Citrat, 30 mmol/1; Na-Dodecylsul- 
fat, 0,1 % (w/v); pH 7,0 fiir 2x5 Minuten bei Raoimtem- 
peratur und anschlieBend mit einer Losung von NaCl, 15 
mmol/1; Na-Citrat, 1,5 mmol/l; Na-Dodecylsulf at , 0,1 % 
(w/v); pH 7,0 fiir 2 x 15 Minuten bei 65 °C. 
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Beispiel 20 

Hybridisierung init einer markierten RNA-Sonde 

Hybridisierung und anschlieBende Waschungen wurden 
exakt wie im Beispiel 19, anhand der DNA-Profae geschil- 
dert,- durchgef iihrt - Es wurde lediglich anstella der im 
Beispiel geschilderten denaturierten markierten DNA- 
Probe eine. wie im obigen Beispiel 17 markierte , frisch 
denaturierte RNA-Probe verwendet. 

Die Konzentration der Digoxigenin-markierten RNA in der 
Hybridisierungslosung wurde so gewahit, daB pro ml 
Hybridis ie rungs lo sung die Transkripte von 100 ng Sub- 
strat-DNA eingesetzt wurden. 

Beispiel 21 

Detektion mit Hilfe des Nachweis-Sys terns Alkalische 
Phosphatase /X-Phosphat/Nitroblau-Tetrazolium 

Der hybridisierte Filter aus Beispiel 19 oder 20 wurde 
zunachst 1 Minute in Tris-fiCl, 0,1 mol/1, pH 7,5; NaCl, 
0,15 mol/1 gewaschen. Sur Blockierung unspezif ischer 
Bindungsstellen der Membran wurde anschlieBend mit 0,5% 
(w/v) Casein in Tris-HCl 0,1 mol/1, pH 7,5; NaCl, 0;15 
mol/1. 40 Minuten lang unter leichtem Schwenken inkubiert . 

Danach wurde die Antikorperbindungsreaktion durchgef iihrt . 
Dazu wurde die Membran mit Anti-Digoxigenin/Alkalische 
Phosphatase-Konjugat , 150 mEinheiten/ml in Tris-HCl, 
0,1 mol/1; pH 7,5; NaCl, 0,15 mol/1 20 Minuten, lang 
inkubiert^ Unspezifisch gebundenes Protein wurde dann 
durch 2 X 15 miniitiges Waschen mit dem selben Puffer 
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entfsrnt. Danach wurde der Filter in Tris-HCi, 0,1 mol/1, 
pH 9,5; NaCl 0,1 mol/1; MgCl2/ 50 inmol/l 5 Minuten lang 
auf pH 9,5 umequilibriert, die Alkalische Phosphatase, 
hat namlich bei hoherea pH-Wemen ihr Aktivitatsoptiiaom. 
Der Nachweis gebundenen Antikorper-Konjugats und damit 
der hybridisierten markierten DNA erfolgte durch sine 
von der Alkalischen Phosphatase katalysierten Farbreak- 
tion. Dazu wurde der Filter in Tris-HCl^ 0,1 mol/1, pH 
9,5; NaCl, 0,1 mol/l; MgCl^/ 50 mmol/l, wobei pro 10 ml 
Losung 45 ^1 Nitroblau-Tetrazoliiim-Losung (75 mg/ml in 
Dimethylformamid, 70 % (v/v) ) und 35 iil einer X-Phos- 
phatlosung (50 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat 
in Dimethylformamid) zugesetzt wurden, inkubiert/ 

Die Farbreaktion erfolgte unter weitgehendem Sauerstoff- 
ausschluB , indem man die Kembran mit dieser Losung in 
eine Folie (normale Koch- Oder Gefrierbeutel) einschweiBte 
und im Dunkeln aufbewahrte. Die Farbreaktion setzte 
sehr schnell ein, konnte aber an Intensitat noch xiber 
mehrere Tage zunehmen. Eine Dokumentation des Ergeb- 
nisses wurde durch Photographie bzw. Photokopieren des 
feuchten Filters erhalten, Sodann wurde der Filter ge- 
trocknet und so aufbewahrt. Die Farbung blieb erhalten^ 
verblaBte jedoch etwas, Sie lieB sich durch Anfeuchten 
des Filters wieder intensivieren* 

Beispiel 22 

Vergleich der Sensitivitaten und des Hintergrunds im 
DNA-Nachweis (Southern-Blot) bei Verwendung von a) nach 
Beispiel 14 mit Dig-oxigenin enzymatisch und b) mit 
Biotin enzymatisch markierter DNA. 
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Humane Plazenta-DNA wurde mit dem Res triktionsen- 
2ym EcoRI gespalten. Unterschiedliche Mengen davon 
wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch 
aufgetrennt und anschlieBend nach der Methode von 
Southern. (J, Mol. Biol. 98 (1975) 503) auf eine 
Nitrocellulose-Membran transf eriert . Die DNA auf 
der Membran wurde durch 2 Stunden backen bei 80 ^'C 
im Vakuuinschrank fixiert. Die Membranen wurden mit 
einem markierten DNA-Fragment , das der cDNA des 
humanen Gewebs-Plasminogenaktivatprs entspricht 
(Pennica D. et al. Nature 301 (1983) 214) hybridi- 
siert. Das humane Gewebs-Plasminogenaktivatorgen 
ist im menschlichen Genom einmal vorhanden. Die 
cDNA dieses Gens hybridisiert mit den entspre- 
chenden Banden des Genoms • Zum einen wurde das 
DNA-Fragment wie in Eeispiel 14 mit Digoxigenin 
markiert, mit 100 ng/ml markierter DNA wie in 
Eeispiel 19 hybridisiert und wie in Eeispiel 21 
beschrieben die Hybride detektiert. Zum anderen 
wurde das Fragment im analogen Verfahren mit 
Biotin markiert • Dabei wurde Biotin 16-dUTP (Bri- 
gati et al., Virology 126 (1983) 32-50) eingesetzt. 
Die DNA auf der Membran wurde mit 50 tig/ml markier- 
ter DNA hybridisiert. Ansonsten wurde nach Beispiel 
19 verfahren. Die Detektion erfolgte wie in Beispiel 
21 beschrieben, mit der Ausnahme, dafi ein Streptavi- 
din-Alkalische Phosphatase-Kon jugat verwendet 
wurde. Im Vergleich zu in der Literatur beschriebe- 
nen Verfahren zum Biotinsystem zeigte das hier 
beschriebene System zur Biotinmarkierung ("Random 
primed " -Markierung , Mischung Biotin 16-dUTP/dTTP , 
Prahybridisierung mit der im Beispiel 19 angegebe- 
nen LSsung, Hybridisierung mit der angegebenen 
Konzentration an DNA, Blockierung mit der im 
Beispiel 21 angegebenen Losung) geringeren Hinter- 
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grund und hohere Sensitivitat* Dennoch ist bei der 
beschriebenen Verwendung von Digoxigenin anstelle 
von Biotin iiu optimiert-en System eine deutliche 
weit-ere Reduktion des Hiniiergrundes gegeben, wobei 
die Sensitivitat erhaltan blaibt. (Fig.. 8) 

Beispiel 23 

Vergleich der Sensitivitaten im DNA-Nachweis (Southern- 
Blot) bei Verwendung von a) nach Beispiel 14 mit Digoxi- 
genin enzymatisch und b) nach Beispiel 1 und 2 der 
europaischen Patentanmeldung 0173251 mit Digoxigenin 
chemisch markierter DNA. 

pBR328 DNA wurde separat. mit den Restriktionsenzymen 
Bgll und Hinfl gespalten. Die erhaltenen Fragmente 
wurden zu gleichen Teilen gemischt. Die Mischung enthalt 
danach 15 pBR3 2 8 -Fragmente der GroBe: 2176, 1765, 1230, 
1033, 653, 517, 453, 394, 298 (2x) , 234 (2x) , 220 und 
154 (2x) bp. 

Unterschiedliche Mengen der Fragmente wurden dann in 
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und an- 
schlieBend nach der Methode von Southern (J. Mol. Biol. 
98 (1975) 503} auf eine Nitrocelluiosemembran transfe- 
riert. Nach Fixieren der DNA-Fragmente durch Erhitzen 
der Membran im Vakuum auf 80 °C wurde diese mit 10 0 ng/ml 
nach Beispiel 14 mit Digoxigenin markierter DNA wie im 
Beispiel 19 beschrieben hybridisiert . Die Detektion der 
Hyfaride erfolgte exakt wie im Beispiel 21 beschrieben. 
Wie Fig. 9 A in Verbindung mit Tabelie I zeigt, konnen 
Fragmente bis hinab zu einer Menge von 1 bis 0,1 pg 
nachgewiesen werden. 
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Als Vergisich wurde pBR328 DNA mit Neil gespalten, Es 
entstehen 10 Fragmente der GroBe; 810, 724, 696, 5Sl\ 
522, 507, 364 , 351, 244 und 92 bp. Auch hier wurden ' 
unterschiedliche DNA-Mengen elektrophoresiert und an- 
schlieBend nach Soutihern auf eine Ni-trccellulosemembran 
transf eriert • Die Membran wurde dann wie in Beispiel 19 
beschrieben, hybridisiert • Es wurden allerdings hier 
200 ng/ml wie in Beispiel 1 und 2 der EPA 0173251 mar- 
kierte pBR322 DNA zur Hybridisierung eingesetzt. pBR3 28 
DNA unterscheidet sich von der als Sonde eingesetzten 
pBR322 DNA lediglich durch das 810 bp groBe Ncil-Frag- 
ment, welches pBR3 28 enthalt, pBR322 dagegen nicht. 
Dieses wird also in der Hybridisierung nicht detektiert 
werden. Nach der Hybridisierung wurden die Hybride 
genauso wie im Beispiel 21 beschrieben detektiert. Wie 
Fig. 9B in Verbindung mit Tabelle II zeigt, konnen nach 
dieser Methode lediglich DNA-Fragmente bis zu einer 
Menge von 25 bis 2,5 pg nachgewiesen werden. Durch die 
enzymatische Markierung wird also im Vergleich zur 
chemischen Markierung eine um das Vielfache (Faktor 25) 
hohere Sensitivitat der DNA-Detektion erreicht. 
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Tabelle II: pBR328 , Ncil-Spaltuncr : Menae der DNA in den einzslne: 
Fragmenten m Abhanaigkeit von der Gesamt-DMA Mence oro 3ahn. 



Fragment-Gr 66e 
(bp) 



Anteil, % der 
Gesamt-DNA 



aufgetragene Mengs DNA (pg) 









100 




200 




1000 




2000 


810 


16, 5 




16,5 




33,0 




165, 1 




330,1 


724 


14 , 8 


ie 


14 , 8 




29 , 5 




147 , 5 




295 , 1 


696 


14 , 2 


•k 


14 , 2 


* 


28 , 4 


* 


141, 8 




283,7 


597 


12,2 


-k 


12,2 




24,3 


■*- 


121,7 




^ , -) 


522 


10, 6 




10, 6 


*- 


21,3 




106, 4 




212 , 8 


507 


10, 3 




10,3 




20,7 


★ 


103 , 3 


ir 


206 , 6 


364 


7,4 




7,4 




14 , 8 




74 , 2 


•if 


148 , 4 


351 


7,2 




7,2 




14 , 3 




71,5 


-k 


143 , 1 


244 


5,0 




5,0 




9r9 




49 , 7 


•k 


99 , 4 


92 


1,9 




1,9 




3,7 




18,7 


T*r 


37,5 



Summe: 



4907 



100 



Die auf der feuchten Membran des Blots von Fig. 9B noch cu^ 
sichtbaren Pragmente sind xnit * markiert- 
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BeisDiel 24 



Nachweis von HPV-Sequenzen in fixierten HeLa-und SlHa- 
Zeiiinien durch in situ-Hybridisisrung. 

Mit dem erf indungsgemaBen Verfahren kann die in situ- 
Hybridisierung mit Trager-f ixierten Zellen und Zellab- 
strichen durchgefiihrt werden. 

Fur den nichtradioaktiven HPV-Nachweis wurden zwei 
Zeliinien verwendet: 

SiHa-2ellen (2-3 Kopien HPV/Zelle) ATCC-Nr. HTB 
35 (Biology 159 (1987) 389 - 398) 

HeLa-Sellen (10 0 - 200 Kopien HPV/Zelle) ATCC-Nr* 
CCL 2 

(Human Genetics 77 (1987) 251 - 255) 
DNA-Probe: 



HPV-DNA (Sequenz vgl. Progress med. Virol* 32 
(1985) 15 ff .) 

Markierungen : 

Biotin-ll-dUTP (Blugene nonradioaktive DNA detection 
kit. Best. -Nr. 8279SA der Fa. Gibco/BKL) 

Digoxigenin-dUTP (hergestellt und markiert nach 
Beispiel 4 und 14) . 

^^S-dATP (Amersham-Buchler , Best. Nr, SJ130 4) , 
spezifische Aktivitat 1200 Curie/mmol 



BNSDOCID: <WO 8906698A1J_> 



ERSATZBLATT 



wo 89/06698 . ' PCT/EP89/00026 



- 43 - 



Hybr idisierungs- and Waschbedingungen gemaB J. moi. 
Biol. 3 (1961) 585 ff. 

Zellen der genannten Zellinien werden auf HCl gereinig- 
ten (0,1 N- HCl, 10 min bei 100*^0 in phosphate buffered 
saline (PBS) ) gewaschen. und anschlieUend auf UV-bestrahi- 
ten Ob jekttragern in Plastikkulturschalen ausgesat. Als 
Kulturmedium wurde hierzu minimal essential medium 
(MEM) mit 5 % an fotalem Kalberserum verwendet (MEM, 
PBS, SSC vgl. Science 130 (1959) 432 f f ) , 

Nach Ausbildung eines halbkonf luenten Zellrasens wurden 
die Objekttrager den Kulturschalen entnommen und mehr- 
fach mit PBS gewaschen. 

Dann schloB sich die Fixierung der Zellen auf der 
Glasoberf lache an. Hierzu wurde 4 % Paraf ormaldehyd 
verwendet (5 min bei Raumtemperatur , dann Waschen in 
2 X SSC) . 

Die Hybridisierung erfolgte unter silikonisierten Deck- 

glasern. Hierzu wurde die DNA der HPV-Probe in Hybridi- 

sierungslosung (nicht-radioaktive Probe: 20 ng/Hybridi- 

sierungsbereich , Isotop-markierte Probe: 3 ng mit fiinf- 

mal 10^ cpM/Hybridisierungsbereich) auf den Zellrasen 

gegeben, (Die Vorhybridisierung erfolgte wie in Beispiel 

19 beschrieben) . Nach Auflegen des Deckglaschens wurde 

R 

dieses versiegelt (z.B. mit Fixogum von Marabu) . Die 
Denaturierung der DNA in den Zellen und der DNA-Probe 
erfolgte dann durch Auflegen des Ob jekttragers auf 
einen Heizofen fiir 3 bis 5 Minuten. Hierbei wurde eine 
Temperatur von 9 0 - 9 2*^0 auf dem Ob jekttrager mittels 
eines Tempraturf iihlers gemessen. Die Objekttrager 
werden dann kurz auf Eis gelegt und anschlieBend liber 
Nacht in einer feuchten Kammer (2 x SSC) inkubiert. 
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Nach Abiosen der Deckglaser wurde mit 2 x SSC, 0,1 % 
SDS, 2 X 15 min bei Raiimtemperatur und 0,2 x SSC, 0,1 % 
SDS', 2 X 15 min bei 52*0 gewaschen. 

Iia Falie der nicht-radioaktiven Sys-tsme wurde dann nach 
Beispiel 21 bzw. im Biotinsystem (vgl. Arbeirsanleitung 
des BRL-Kits: Blocken mit 3 % Kinder ser-amalb\iininr 
Zugabe eines Konjugats aus Streptavidin und alkalischer 
Phosphatase sowie Substratmischung) gearbeitet . Im 
Digoxigenin-Systera wurde entsprechend Beispiel 21 
verfahren. Die Enzymreaktion wurde bis zu 48 Stunden 
beobachtet . 

Als Probe wurde Digoxigenin-markiertes Subf raginent des 
Genoms von HPV Typ 18 (PNAS 80 (1983) 3812-3815, New 
Engl. J., of Med. 310 (1984) 880-883) verwendet. Es 
zeigt sichr daS mit dem Digoxigeninsysteiri in HeLa-Zellen 
deutlich die Anflirbung des Kernbereichs zu erkennen 
is to Nach DNase-Verdau vor Hybridisierung bleibt nur 
ein geringer unspezif ischer Hintergrund. Das Weglassen 
der markierten Probe f uhrt zu keiner Anf arbung . Auch 
bei SiHa-Zellen, die lediglich zwei bis drei Kopien HPV 
pro Zelle ins Genom integriert haben, gelingt der 
HPV-Nachweis liber Nacht, Auch bei diesen Zellen wird 
vorwiegend der Kernbereich angefarbt. DNase-Verdau 
fiihrt zu geringem Hintergrund. Das Weglassen der mar- 
kierten Probe fiihrt zu ungefarbten Zeilen, 

Anders ist die Situation bei Verwendung von Biotin-mar- 
kierten Proben* Das Bio tin- System fuhrt zwar zu einer 
schwachen Anfarbung von HeLa-Zellen mit SiHa-Zellen, 
wird jedoch vorwiegend unspezif isch das Cytosol ange- 
farbt. Der Kernbereich ist nur wenig angefarbt. Die 
Unspezifitat des Biotin-Nachweissystems zeigt sich auch 
darin, daB die gleiche Anfarbung des Cytosols auch ohne 
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Biotin-markierter Probe, jedoch nach Zugabe allein 
eines Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Kon jugats una 
des entsprechenden Farbs toff -Systems erfolgt, 

3 5 

Mit radioaktiv markierten. S-Proben ist zwar der KPV- 
Nachweis in HeLa- und SiHa-Zellen moglich, jedoch ist 
dazu eine Autoradiographic von 2-3 Wochen notwendig , 

Bei in situ-Hybridisierung an fixierten Zellen hat das 
er f indungsgemaBe Verfahren gegeniiber dem Verfahren 
unter Verwendung von radioaktiv markierten Proben den 
Vorteil der Zeitersparnis gegeniiber dem Verfahren unter 
Verwendung von Biotin-markierten probes den Vorteil der 
hoheren Sensitivitat und deutlich hoherer Spezifitat. 

Neben in situ-Hybridisierung in fixierten Zellen ist 
mit dem erf indungsgemaBen System ebenfalls ein HPV-Nach- 
weis in Gewebsabstrichen , z.B. in HPV-inf iziertem 
Gewebe aus dem Vagina-Bereich ; moglich, 

Beispiel 25 

Nachweis von SUP 6 tRNA durch Colony-Hybridisierung 

Ein 75 0 bp BamHI-Fragment von SUP 6 tRNA (Science 20 9 
(1978) , 1395-1460) aus Saccaromyces cerevisiae wurde in 
pUC19 (Gene 133 (1985), 103-119) kloniert und in E.coli 
HB 101 (DSM 1607) transf ormiert . Als Kontrolle wurde 
der pUC19-Vektor allein in E.coli HB 101 transf ormiert . 
Danach wurden abwechselnd Insert-haltige Bakterien 
neben Kontroll-Transf ormanten auf Nitrocellulose aufge- 
strichen* Nach Inkubation ftir 5 Stunden bei 37'='C auf 
Agarplatten mit Nahrraedium wurden die E . coli-Zellen 
alkalisch behandelt, gewaschen und die freigesetzte DNA 
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durch cross-linking bei 354 nm die Membran fixiert. 
AnschlieSend erfoigts wiederum Waschen fiir 3 Stunden 
bei 50 Vorhybridisierung and Hybridisierung analog 
Beispiel 19 mit Digoxigenin-markiertem SUP tRNA-BamHI- 
Fragmentsn (Herstellung analog Beispiel 14) • Fiir die. 
anschliefiende Detektion ist eine Stunde ausreichend. 

Die Insert-haltigen Baxterien gefaen jeweils eindeutige 
Signale, die Kontrolltransformanten werden nicht de-tek- 
tiert:, Langere Detektionszeiten verstarken die posiizive 
Signale^ die Kontrolltrans.forinanten bleiben jedoch auch 
bei langerer Detektion hintergrundf rei, 

Beispiel 26 

In situ-Hybridislerung von Lambda Plaques 

Lambda gtlO-Phagen (Mol. Gen. Genet. 150 (1977), 53) mit 
einer vollstandigen cDNA von humaner Urokinase als 
Insert warden auf Indikatorplatten inkubiert, so dafi 
auf einer Platte ca. 500 einzelne Plagues sicbtbar 
waren. Auf eine weitere Platte wurde eine Mischung aus 
Urokinase-Rekombinaten und einer gleichen Phagenmenge, 
bestehend aus einer heterogenen Population einer Gen- 
bank ausplattiert. Diese Platte diente als Kontrollei 
denn nur die Urokinase-Rekombinanten sollten mit einer 
Urokinase cDNA als Hybridisierungsprobe ein positives 
Signal geben. Von alien Flatten warden zwei Nitrocel- 
lulose-Abklatsche, wie in Science 196 (1977) , 180 
beschrieben, hergestellt und hybridisiert . 

Die Probe wurde dadurch hergestellt, daB 12 ug eines 
Plasmids, welches die humane Urokinase cDNA enthSlt, 
mit PstI verdaut wurde • Dabei entsteht ein 1,1 Kb-Teil 
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fragment der cDNA, welches durch Elektrcphorese e,luiert 
wurde (Ausbeute etwas 2 ug) . 

Die Markierung des Teilf ragments erxolgt analog Beisplel 
14 Die Vorhybridisierung und Hybridisierung der Filter 
erfolgt analog Beispiel 19. Die weiteren Detektionsschrit- 
te erfolgen analog Beispiel 21. 

Es zeigte sich, daB die Filter der Flatten, die nur 
Urokinase-rekombinante Phagen enthielten, ein positives 
Signal fur alle Plaques gaben, die such im zweiten 
Abklatsch gut sichtbar waren. Im Falle der Mischung 
waren lediglich so viele positive Signale zu sehen, wie 
rekombinante Phagen zugesetzt wurden. Die Lambda-Phagen 
mit anderen Inserts gaben kein positives Signal. 

Beispiel 27 

Northern-blot-Hybridisierung (Nachweis von Actin-mRNA 
aus Hefe) 

Das erf indungsgemaBe System ist auch zum sensitiven una 
spezifischen Nachweis von RNA in Northern-blots geeignet, 
Um dies zu demons trier en, wurde Actin-mRNA in Gesamt- 
Hefe-RNA (Saccharomyces cerevisiae) nachgewiesen - Das 
Actin-Gen (PNAS 77 (1980) , 3912-3916) besteht aus zwei 
Exons und einem Intron. Bei der Transkription ensteht 
zunachst Vorlauf er-mRNA (1679 Basen) . Nach Capping, 
Splicing und Polyadenylierung (Durchfuhrung wie in 
Meth. in Enzymol. 65 (1980) 380-391 und PNAS USA 77 
(1980) 5201-5205 beschrieben) entsteht gereifte mRNA 
mit einer Lange von ca. 1400 Basen (1370 Basen + PolyA) • 
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Danach erfolgt. Trransfer auf Nitrocellulose wie in T. 
Maniatis et al, "Molecular cloning" Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (19 8 2) beschrie- 
ben. Die Vor- und Haupthybridisisrung und Detektion (18 
Stunden) erfolgt wie in Beispiel 19 beschriefaen,. Zur 
Detektion wurde eine Digoxigenin-markierte Actin-spesi- 
fische Probe, welche aus einem 2,3 kB-Actin-EcoRI/- 
HindlXI-Fragment des Actin-Gens bestand, verwendet, 

Beisoiel 28 

Nachweis von Hepatitis B-Virus (HBV) in Huxnanseren 
durch Slot-blot-Analyse 

Das Hepatitis B=-Virus hat ein ca. 32 kb groBes zirkula- 

res Genoiu, das aus zwei linearen komplementaren Strangen 

aufgebaut ist. Das 3 ' -Ende des einen Strangs ist varia- 

bel. Die 5'-Enden der beiden komplementaren Strange 

sind gegeneinander versetzt. Fur den HBV-Nachweis auf 

DNA-Basis wurde ein Digoxigenin-markiertes 1,8 kb 

BamHI -Fragment (Herstellung nach Beispiel 14) als Probe 

verwendet, das den doppelstrangigen Bereich Core- Antigen 

sowie Telle des Prae-Sl-, Prae-S2- und X-Antigens 

enthalt (Position 1,4 - 3,2 kb) , Parallel zum Digoxige- 

ninnachweis wurden Biotin - (vgl. Beispiel 24) und 
32 

P-markierte Proben (Markierung analog Arbeitsanwei- 
sung des BRL-Kits, vgl. Beispiel 24) verwendet. 

Die untersuchtsn Humansereh sind auf Basis der immunolo- 
gischen Marker HB Ag, HB^Ag, Anti-HB und Anti-HB als 

S C 5 O 

positiv Oder negativ eingestuft* 
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Serum-Vorbsrsitung : 

Fur aine Doppeibestiitunung werden 100 ul zentrif ugxertss 
Serum mit, 300 ul 0,5 M NaOH versetzt. Nach 5 minutiger 
Inkubation bei Raumtamperatur wird erneut 5 min zentri- 
fugiert. Jeweils 200 m.1 des Uberstands werden in einen 
Kammschlitz des Minifolt -Gerats pipettiert und dann 
Vakuum angelegt* 

Vorbereitung des Nylon-Filters: 

Biodyne Nylon-Membran {1,2 urn Porengrofie) (Pall Bio 
Support Div. Glen Cove, M.Y.) wird auf KaininergroB e 
zugeschnitten und f olgendermaBen vorbereitet: 

5 min in destilliertem Wasser eingelegt 

15 min in 10 x SSC 

5 min unter Warmelampe auf Whatman -Papier 
getrocknet . 

R 

Auflegen auf 10 x SSC-getranktes Whatman -Papier - 

R 

und Einlegen in Minifold -Apparatur. 

Die Probensammelplatte wird dann auf das Filter gelegt, 
festgeklemmt , und anschlieflend werden die Seren gespot- 
tet. 

Weiterbehandlung des Filters: 

Die Filter werden aus dem Minifold '-Gerat entnommen und 
fiir jeweils 5 min auf 10 x SSC, 5 x SSC und 1 x SSC 
auf gelegt, Anschlieflend wird unter einer Warmelampe 
getrocknet und fiir 2 Stunden bei 80 ""C im Vakuum gebacken. 
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Die Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgt analog 
BeispieL 19. 

Die Herstellung der radioakiziven Probe erfolgt: wia in 
der Arfaei-tsanleitung des Sp6/T7 Transcrip-tion kit: von 
BOEHRINGER xMANNHEIM GMBH, Best. -Nr. 999644, beschrisben. 

Praehybridisierung , Hybridisierung, Waschen und Entwik- 
3 2 

keln fiir die p-Probe erfolgt wie in Maniatis (supra) 
beschrieben. 

Es zeigt sich, daB mit dem erf indungsgemaBen Verfahren 
Signale im Slot-blot nur mit den positiven, nicht 
jedoch mit den negativen Seren erhalten werden. Die 
Kontrollreaktionen mit immunisiertem Serum sind eben- 
falls negativ. Der Vergleich mit entsprechendem raktio- 
aktiven Nachweis 2eigt analoge Spezifitat. Im Biotin- 
System dagegen ist deutlich erhohter Hintergrund zu 
sehen. 

Der HPV-Nachweis mit dem erf indungsgemaBen Verfahren 
ist sehr empfindlich. In einer Verdunnungsreihe konnen 
HPV-Sequen2en bis zu einer Serumverdiinnung von 10 ' bis 
10 ^ nachgewiesen werden. Dies entspricht der Sensitivi- 
tat im radioaktiven System* Die entsprechenden Negativ- 
Seren ergeben im nicht-radioaktiven System bei keiner 
Verdiinnung ein Signal. Auch in der Verdunnungsreihe ist 
im Biotinsystem ein deutlicher Hintergrund zu sehen. 
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Beispiel 29 

Digoxigenin-markiertes dUTP wird in der. pol>anerase 
chain reaction (PGR, analog EP-A 0200362) zur Markie- 
rung amplif izierter DNA. eingesetzt. 

Als sample wird verwendet: Plasmid pBR 322 

Primer 1: 5 ' -GCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGT-3 * 
Primer 2 : 5 ' -CCGCCTACATACCTCGCTCTGC-3 ' 

10 pg sample, 300 ng primer 1, 300 ng primer 2, je 1 
mmol/1 dATP, dCTP , dGTP , dTTP , 0,1 mmol/1 Digoxigenin- 
dUTP in 67 mmol/1 Tris-HCl pH 8,8, 6,7 minol/1 MgCl^/ 
16,6 mmol/1 Ammoniiimsulf at , 1 mmol/1 Mercaptoethanol 
und 0,17 mg/ml Rinderserxamalbumin werden 2 min bei 95*^C 
denaturiert und 3 min bei 40*=*C hybridisiert , Danach 
werden 6 U Thermus aquaticus DNA-Poiymerase zugegeben 
und 3 min bei 65 inkubiert (Polymerisierung) • (Das 
Volumen der Reaktion betragt 50 Mikroliter, die Konzen- 
trationsangaben beziehen sich auf dieses Reaktionsvolu- 
men) • Insgesamt wurden 25 Zyklen (Denaturierung , Hybri- 
disierung, Polymerisierung). durchgefuhrt • 

AnschlieSend werden je 1/5 der Reaktionsansatze in 0,8 
Agarose-Gel aufgetrennt und nach der Methode von Southe 
(J.Mol.Biol. 98 (1975) 503) auf Nylonmembranen (z^B, 
Hybond-N, Amersham) transf eriert . Alternativ werden 
Verdiinnungen von 1:10 bis 1:10^ auf Nylonmembranen 
aufgetropft und fixiert, Blockierung der Filter, Konju- 
gatreaktionen und Farbung werden analog Beispiel 21 
durchgef tihrt . 
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Patentansprxiche 

1. Verfahren zum Nachweis von Nukieinsauren definierter 
Sequenz durch Kybridisierung mit elner komplemeataren 
NtikLeinsaure-Sonde, die uber eine chemische Verbin- 
dung mindestens ein Hapten als Markierung gebunden 
enthalt, d a d u r c h 

gekennzeichnet , daQ man ais 

Hapten ein Steroid verwendet, das an mindestens 
eine Position der Nukleinsaure-Sonde , die nicht an 
der Wasserstof fbriickenbildting beteiligt ist, uber 
eine Brvicke von mindestens 4 Atomen Lange gebunden 
ist und die hybridisierte Sonde liber einen seiner- 
seits markierten Anti-Hapten-Antikorper nachweist. 

2» Verfahren nach einem der Anspruche 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man ais Steroid Digoxigenin Oder Digoxin 
verwendet . 

3» Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 

d a d u r c.h gekennzeichnet, 
daB das Hapten iiber eine Briicke von 4 bis 3 2 
Atomen Lange an die Probe gebunden voriiegt. 

4. Verfahren nach. Anspruch 3, dadurch 

gekennzeichnet , daB das Hapten 

liber eine Briicke von 11 bis 16 Atomen Lange an die 
Probe gebunden voriiegt. 

5 . Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4 , 

dadurch geken n z e i c h n e t , 

dafl die Briicke hydrophile Gruppen tragt. 
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Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 ; 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Briicke linear ist. 

Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Brucke eine verzweigte Kette darstellt. una 
mindestens an einem der Kettenenden ein Haptenmole- 
kul enthalt. 

Verf ahren nach einem der Anspruche 1. bis 1 , 
dadurch gekennzeichnet^^ 

dafi das Hapten uber die Brucke an eine Base oder 
den Ribose-Anteil der Nukleinsauresonde gebunden 
ist. 



9. Verf ahren nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB das Hapten uber die Brucke an die Cj-Position 
von Uracil oder Cytosin oder an die Cg-Position 
von Adenin oder Guanin gebunden ist. 

I. 0: Verf ahren nach Anspruch 8, dadurch 

gekennzeichnet , daS das Hapten 

uber die Brucke an die 2 '-Position der Ribose 
gebunden ist. 

II. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Verbindung zwischen Hapten und Brucke eine 
Ester-/ Amid- oder Etherbindung ist. 

12. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 

d a du rch gekennzeichnet, 
daB eine Nukieinsaure-Sonde verwendet wird, deren 
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Hapten in die Nukieinsaure-Sonde enzymawisch mit 
Hilre von DNA-Poiymerasen, RNA-Polymerasen , Reversen 
Transkriptasen oder Terminaien Transferasen und 
entsprechenden Hapten-modif izierten Desoxy- oder 
Kibonukleosidtriphosphat-Substraten eingebaut 
wurde . 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Nukleinsaure-Sonde verwendet wird, der en 
Hapten in die Nukleinsaure-Sonde photochemisch mit 
Hilfe von Photo-Hapten eingebaut wurde. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS eine Nukleinsaure-Sonde verwendet wird^ deren 
Hapten in die Nukleinsaure-Sonde chemisch im Rah- 
men der Oligo-Desoxyribonukleotid-Synthese durch 
Einbau geschiitzter, mit substituierfaaren Aminofunk- 
tionen modif izierter Nukleosidphosphoamidite und - 
nach Entfernung der Schutzgruppen - durch Umsetzung 
des modif izierten Oligo-Desoxyribonukleotids itiit 
aktivierten Estern^. Amiden oder Ethern des. Haptens 
eingebaut wurde • 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
daE als Markierung des Anti-Hapten-Antikorpers 
eine Enzymmarkierung, radioaktive Markierung, 
Fluoreszenzmarkierung oder (Bio-) Lurainiszensmar- 
kierung verwendet wird. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet;.. 
daB fiir- die Enzymmarkierung des Anti-Hapten-Anti- 
korpers als Markierungsenzyme Alkalische Phospha- 
tase, Peroxidase oder S-Galactosidase verwendet 
wird, 

17, Verfahren nach Anspruch 16, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Bes tiimnung der kataly tischen Aktivitat 

der Markierungsenzyme iiber ein Redoxsystem erfolgt. 

18, Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet,. 
daB die Bestiininung der kataly tischen Aktivitat der 
Markierungsenzyme liber Leukosysteme erfolgt. 

19, Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Bestimmung iiber indigoide Systeme als 
oxydierbare Verbindungen und Tetrazoliumsaize als 
Oxydationsiuittel erf olgt . 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man als 
Markierungsenzym Alkalische Phosphatase verwendet 
und die Bestimmung liber das Redoxsystem X-Phosphat/ 
Nitroblau-Tetrazolium erfolgt. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die nachzuweisenden Nukleinsauren durch in 
situ-Hybridisierung in auf Objekttragern fixierten 
Zellen nachgewiesen werden. 
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22- Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet,, 
daS die nachzuweisenden Nukleinsauren durch in 
situ-Hyfaridisierung in Gewefasabstrichen nachgewie- 
sen werden. 
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Synrheseschema fur Digoxigenin-3-hemisuccinat-/ 
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FIG. 8 

Vergleich der Sensirivifaten von Digoxigenin und Biotin 
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FIG, 9 

Vergleich der Sensirivifaran einer erfindungsgemanen 
enzymstischen Markierung { A ) mit einer bekannten 
chemischen Markierung ( B ) 
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FiG.10 
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-Sequen2{A) und RestrikrionskarfelB) des Plasmids pSP-T18 



GAATACAAGC TTGCATGCCT GCAGGTCGAC TCTAGAGGAT CCCGGGCTAC 
CGAGCTCCAA TTCCGGTCTC CCTATAGTGA GTCGTATTAA TTTCCATAAG 
CCAGCTGGGC CTCGCGCCTT TCGGTGATGA CGGTGAAAAC CTCTGACACA 
TGCAGCTCCC GGAGACGGTC ACAGCTTGTC TGTAAGCGGA TCCCCGGAGC 
AGACAAGCCC GTCAGGGCGC GTCAGCGGGT GTTGGCGGGT CICCGCGCCC 
AGCCATGACC GAGTCACGTA CGGATAGGGG AGTGTATATA CTGGCTTAAC 
TATGCGGCAT CAGAGCAGAT TGTACTGAGA GTGCACCATA TCCGGTGTGA 
AATACCGCAC AGATGCCTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG CGCTCTTCCG 
CTTCCTCGCT CACTGACTCG CTCCGCTCGG TCGTTCGGCT CCCCCGACCG 
GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG TTATCCACAG AATCAGGGGA 
TAACGCAGGA AAGAACATGT GAGCAAAAGG CCAGCAAAAG GCCAGGAACC 
GTAAAAAGGC CGCCTTGGTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC 
GAGGATCACA AAAATCGACG CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG 
ACTATAAAGA TACCACGCGT TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC gtccgctctc 
CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT ACCGGATACC TGTCCGCCTT TCTCCCTTCG 
GCAAGCGTGG CGCTTTCTCA ATGCTGACGG TGTAGGTATC TCAGTTCGGT 
GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC CCCGTTCAGC 
GCGACCGCTG CG.CCTTATCC GGTAACTATG GTCTTGAGTC CAACCCGGTA 
AGACACGACT TATCGCCACT GGCAGCAGGC ACTGGTAACA GGATTAGCAG 
AGCGAGGTAT GTAGGCGGTG CTACAGAGTT CTTGAAGTGG TGGCCTAACT 
ACCGCTACAC TAGAAGGACA GTATTTGGTA TCTGCGCTCT GCTGAAGGGA 
GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGCTCT TGATCCGGCA AACAAACCAC 
CGCTGGTAGC GGTGGTTTTT TTGTTTGCAA GCAGCAGATT ACGCGCAGAA 
AAAAAGGATC TCAAGAAGAT GCTTTGATCT TTTCTACGGG GTCTGACGCT 
CAGTGGAACG AAAACTCACG TTAAGGGATT TTGGTCATGA GATTATGAAA 
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Fortserzung P lU .10 A 

1251 AACCATCTTC ACCTAGATCC TTTTAAATTA 


AAAATGAAGT 


TTTAAATCAA 


1301 


TCTAAAGTAT 


ATATGAGTAA 


ACITCCTCTC 


ACACTTACCA 


atccttaatc 


1351 


ACTGAGCCAC 


CTATCTCAGC 


catctgtcta 


TTTCGTTCAT 


ccatagttgc 


UOl. 


CTGACTCCCC. 


GTCCTCTACA 


TAACTACGAX 


ACCGGAGGGC 


1 i ACuAiCTC 


U51. 


GCCCC\C7CC 


TGCAATCATA 


CCCCCACACC 


CACGCluACC 


GGCTCCAuAX 


1501 


TTATCAGCAA 


TAAACCAGCC 


AGCCCGAAGG 


GCCCACCGCA 


GAAGTCCTGC 


1551 


TGCAACiTTA 


TCCGCCTCCA 


TCCAGTCTAT 


TAATTGTTGC 


CGGGAAGCiA 


1601 


GAGTAAGTAG 


TTCGCCAGTT 


AATAGTTTGC 


GCAACGTTCT 


TGCCATTGCT 


1651 


ACAGGCATCG 


TGGTGTCACG 


CTCGTCCTTT 


GGTATGGCTT 


CATTCrtGC 4. V- 


1701 


CGGTTCCCAA 


CGATCAAGGC 


GAGTTACAIG 


ATCCCCCAXG 


TTGTGCAAAA 


175L 


AAGCGGTTAG 


CTCCTTCGGT 


CCTCCGATCG 


TTGTCAGAAG 


TAAGTTCGCC 


1801 


GCAGTGTTAT 


CACTCATGGT 


TAIGGCAGCA 


CTGCATAAXT 


CTCTTACTGT 


185L 


CATCCCATCC 


GTAAGATGCT 


TTTCTCTGAC 


TCGTGAGTAC 


TCAACCAAGT 


1901 


GA.TTCTGAGA 


ATAGTGTATG 


CGCCGACCGh 


GTTGCTCTTG 


ClCGCCGTCA 


1951 


ATACGGGATA 


ATACCGCGCC 


ACATAGCAGA 


ACTTTAAAAG 


TGCTCATCA i 


2001 


TGGAAAACGT 


TCTTCGGGGC 


CAAAACTCTC 


AAGGATCTTA 


CCGCTGTTGA 


2051 


GATCCAGTTC 


GATGTAACCC 


ACTCCTGCAC 


CCAACTGATC 


TTCAGCAXCT 


2101 


TTTACTTTCA 


CCACCGTTTC 


TCGGTGAGCA 


AAAACAGGAA 


GGCAAAATGC 


2151 


CGCAAAAAAG 


GGAATAAGGG 


CGACACGGAA ATGTTGAATA 


C iCATALTCT 


2201 


TCCTTTTTCA 


ATATTATTGA 


AGCATTTATC 


ACGGTTATTG 


TGTGATGrtGC 


2251 


GGATACATAT 


TTGAATGTAT 


TTAGAAAAAT 


AAACAAATAC 


GGGrTCCuuG 


2301 


CACATTTCCC 


CGAAAAGTGC 


CACCTGACGT 


CTAAGAAACC 


AX XAX^iAXGA 


2351 


TGACATTAAC 


CTATAAAAAT 


AGGCGTATCA 


CGAGGCCCTT 


T r r*T r*^ 


2^01 


CCTTTCGGTG 


ATGACGGTGA 


AAACCTCTGA 


CACATGCAGC 




2^*51 


GGTCACAGCT 


TGTCTGTAAG 


CGGArCGCCG 


GAGCAGACAA 




2501 


GCCCCTCAGC 


GGGTGTTGGC 


GGGIGTCGCG 


GCTCCCTTAA 




2551 


TCAGAGCAGA 


TTGTACTGAG 


AGTGCACCAT 


ATCGACGCTC 


i UUu.l lAiGG 


2601 


GACTCCICCA 


TTAGGAAGCA 


GCCCAGTAGT 


AGGTTGAGGC 


CGTTGAGCAC 


2651 


CGCCGCCGCA 


AGGAATCGTG 


CATCCAAGGA 


GATCCCCCCC 


AACAGTCCCC 


2701 


CCGCCACCCC 


CCTCCCACCA 


TACCCACGCC 


GAAACAAGCG 


CTCATCACCC 


2751 


CGAAGTGGCG 


AGCCCGATCT TCCCCATCGC TGATGTCCGC 


GATATACCCC 


2801 


CCACCAACCC 


CACCTGTCGC 


CCCGGTCATG 


CCCGCCACGA 


TGCGTCCGGC 
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Forfsefzung FIG • 10 A 



2851 GTAGAGGATC TGGCTAGCGA TGACCCTGCT GATTGGTTCG CTGACCATTT 

2901 CCGGGTGCGG GACGGCGTTA GCAGAAACTC A.Gi^-AGGTTCG TCCAACCAAA 

2951 CCGACTCTGA CGGCAGTTTA CGAGAGAGAT GATAGGGTCT GCTTCAGTAA 

3001 GCCAGATGCT ACACAATTAG GCTTGTACAT ATTGTCGTTA GAACGCGGCT 

3051 ACAATTAATA CATAACCTTA TGTATCATAC ACATACGATT TAGGTGACAC 

3101 TATA 
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FIG.IOB 

pSPTl8 Restriki-ionskarte 
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